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Zahlreiche  Untersuchungen  zeigen,  dass  Schäden  durch  reaktive  Sauerstoffspezies 
(ROS)  kausal mit  der  Auslösung  verschiedener  Krankheiten  in  Zusammenhang  stehen  [1]. 
Typische Beispiele sind Krebs,  Infertilität, altersbezogene Erkrankungen, neurodegenerative 
Störungen und kardiovaskuläre Erkrankungen  [2‐7]. Bereits  seit den 1950er‐Jahren  suchen 
Wissenschaftler nach Schutzsubstanzen  in der menschlichen Nahrung, und es war möglich, 
neben  antioxidativ  wirkenden  Vitaminen  eine  Vielzahl  von  sekundären  Pflanzeninhalts‐
stoffen zu identifizieren, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) inaktivieren.  
Im  Rahmen  der  vorliegenden  Dissertation wurden  drei  vielversprechende  Antioxi‐
dantien, nämlich Grüntee‐Extrakt  (Sunphenon), Gallussäure und Vitamin C  (Ascorbinsäure) 
vergleichend  in  Tierexperimenten  untersucht.  Grüntee‐Extrakt  und  Vitamin  C werden  als 
Nahrungsergänzungsmittel  verwendet  und  auch  zur  Herstellung  von  funktionellen 
Lebensmitteln  eingesetzt  [8‐10]. Die  starken  antioxidativen  Eigenschaften  der Gallussäure 
beim Menschen wurden erst vor kurzem am Institut für Krebsforschung entdeckt [11]. 
Die antioxidative Wirksamkeit von Grüntee‐Extrakt, Vitamin C und Gallussäure wurde 
in  inneren Organen  (Leber, Dickdarm) sowie  in Lymphozyten von Ratten mit   Einzelzellgel‐
elekrophoresetests (SCGE‐Tests, Comet Assay) gemessen. Dieses Verfahren wird zunehmend 
eingesetzt,  um  Nahrungsinhaltsstoffe mit  DNA‐protektiven  Eigenschaften  zu  detektieren, 
und beruht auf der Messung der DNA‐Wanderung in einem elektrischen Feld [12,13]. Durch 
Einsatz  von  läsionsspezifischen  Enzymen  ist  es  möglich,  die    endogene  Bindung  von 




eine  Schlüsselrolle  bei  der  Auslösung  der  erwähnten  Krankheiten  spielt, wurden weitere 
Parameter oxidativer  Schäden erfasst, nämlich die  gesamte  antioxidative Kapazität  (TEAC) 
und die Oxidation von Lipoproteinen niedriger Dichte  (LDL‐Oxidation), ein  Indikator  für ein 















und  auf  die  durch  reaktive  Sauerstoffspezies  (ROS)  ausgelösten  Erkrankungen wie  Krebs, 
kardiovaskuläre  und  neurodegenerative  Erkrankungen,  Beeinflussung  von  Alterungs‐
prozessen  und  Reaktionen  des  Immunsystems  näher  eingegangen.  In  einem  weiteren 
Abschnitt  werden  die  untersuchten  Schutzsubstanzen  in  der  menschlichen  Nahrung 
(Grüntee‐Extrakt, Gallussäure und Vitamin C) und deren Auswirkungen auf die menschliche 
Gesundheit  beschrieben.  Den  Abschluss  des  Literaturüberblicks  bilden  Kapitel,  die  die 
angewandten Methoden erklären.  In diesem Abschnitt werden die Grundlagen des Einzel‐
zellgelelektrophoresetests,  der  Messung  der  biochemischen  (gesamte  antioxidative 
Kapazität,  Oxidation  von  Lipoproteinen  niedriger  Dichte)  und  der  immunologischen 













Am  Anfang  der  Reaktionskette,  die  zur  Entstehung  von  oxidativem  Stress  führt, 
stehen Reduktions‐Oxidations‐  („Redox‐“) Reaktionen, die durch den Transfer von Elektro‐
nen  oder Wasserstoffatomen  zwischen mehreren Reaktionspartnern  gekennzeichnet  sind. 
Eine  besondere  Rolle  kommt  dem  Sauerstoffmolekül  zu,  das  Elektronen  von  anderen 
Molekülen durch nicht‐enzymatische Autooxidation an sich zieht. Das Auseinanderbrechen 
von Elektronenpaaren führt zur Bildung von Prooxidantien, die in Radikale und Nichtradikale 
eingeteilt werden  können.  Freie  Radikale,  z.B.  Superoxidradikal  (O2
.‐)  und Hydroxylradikal 
(OH.),  führen  zu  Lipid‐Peroxidation,  DNA‐Strangbrüchen  und  Oxidation  einer  Vielzahl 




den  endogenen  Ursachen  ihrer  Entstehung  zählen  die  mitochondriale  oxidative 
Phosphorylierung,  der  P450  Metabolismus,  die  Freisetzung  aus  Peroxisomen  und  die 
Aktivierung von Entzündungsmediatoren [17]. Darüber hinaus können ROS Belastungen auch 















Gegenwart  von  Kupfer  und  Eisen  kann  es  zur  Bildung  des  Hydroxylradikals  kommen,  das 
Proteinschädigung, DNA‐Schäden und Lipidperoxidation auslösen kann. 
 
Im  Organismus  wird  der  Auslösung  zellulärer  Schäden  durch  ROS  durch  Abwehr‐
Mechanismen entgegengewirkt, oxidativer Stress kann daher auch als Ungleichgewicht der 
Entstehung  von  ROS  und  deren  Inaktivierung  definiert  werden  [24].  Erfolgt  keine 
Inaktivierung durch Antioxidantien oder antioxidativ wirksame Enzyme (Superoxiddismutase, 
Katalase,  Glutathionperoxidase),  kann  oxidative  Belastung  Veränderungen  zahlreicher 
zellulärer Bestandteile wie Zellmembranen,  Lipoproteinen, Kohlenhydraten, RNA und DNA 


















Im  Mehrstufenkonzept  (Initiation,  Promotion  und  Progression)  der  chemischen 
Kanzerogenese spielen sowohl Mutationen als auch ein Anstieg der Zellproliferation durch 
ROS eine Rolle [25].  
Zahlreiche Untersuchungen deuten darauf hin, dass  freie  Sauerstoffradikale  an der 
Auslösung  von  Krebserkrankungen  kausal  beteiligt  sind.  DNA‐Schäden  werden  entweder 















Radikale  vor  allem  zur  Bildung  oxidierter  Basen  führen.  Eines  der  Hauptprodukte  dieser 
Oxidationsprozesse  ist 8‐Desoxyguanosin  [27,28] das zur Bildung von Mutationen  führt, da 
es Fehlpaarung von Basen auslöst [29].  
Darüber  hinaus  greifen  ROS  in  eine  Reihe  zellulärer  Prozesse  ein,  die  bei  der 
Krebsentstehung eine Rolle spielen, beispielsweise in Zellproliferation und ‐alterung, Entzün‐
dungsreaktionen  und  die  Bildung  von  Metastasen  [17].  Weiters  beeinflussen  ROS 








Kardiovaskuläre  Erkrankungen  zählen  zu  den  häufigsten  krankheitsbedingten 
Todesursachen  in  Europa  und  den  USA  [31].  Die  Entstehung  von  Herz‐Kreislauf‐Erkrank‐
ungen ist ein langer Prozess und wird von einer großen Zahl von Faktoren ausgelöst.  
Die  Entstehung  der Arteriosklerose wird  durch  erhöhten Blutdruck,  Entzündungen, 
oxidativen  Stress,  Adipositas  und  Diabetes  begünstigt. Geschlecht,  genetische  Disposition 







Abbildung  4:  Pathogenese  kardiovaskulärer  Erkrankungen  (modifiziert  nach  Rensing,  2007  [31]). 
Erhöhter Blutdruck, Entzündungen, oxidativer Stress, Adipositas und Diabetes führen zur Entstehung 
kardiovaskulärer  Erkrankungen;  eine  Veränderung  der  Thrombozytenaggregation,  in  die  Intima 
aufgenommene  oxidierte  Lipoproteine  niedriger  Dichte  (oxLDL),  erhöhte  Synthese  von 
Zellädhesionsmoleküle  (E‐Selectin,  VCAM)  und  auch  Entzündungsmarker  (C‐reaktives  Protein) 
begünstigen  die  Ausbildung  atherosklerotischer  Plaques.  Auch  vermehrte  Kollagensynthese, 
Apoptosehemmung  und  Induktion  von  Zellteilung  sind  kausale  Faktoren  in  der  Pathogenese 
kardiovaskulärer Erkrankungen. 
 
Die  Bildung  von  Superoxidradikalen  in  Folge  erhöhter  Plasmaglukose‐,  Tumor 
Nekrose  Faktor  α  oder  Angiotensin  II Werte  führt  zum  Abbau  vasodilatorisch wirksamer 




Zellen  in das darunter  liegende Gewebe,  in dem der Prozess der Atherogenese durch eine 
Abfolge  an  Interaktionen  von  Endothelzellen  mit  glatter  Muskulatur  und  Fibroblasten 
fortgeführt  wird  [32].  Erhöhter  oxidativer  Stress  führt  zur  Oxidation  von  Lipoproteinen 
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niedriger Dichte  (LDL), die durch diese  strukturelle Modifikation  veränderte biochemische 
Eigenschaften  erhalten.  Dies  führt  zur  Phagozytierung  durch  Makrophagen,  zur  Bildung 








































aufgrund  des  hohen  Sauerstoffkonsums  des  Gehirns  kommt  es  zur  vermehrten  Bildung 
endogener  ROS  [37],  d)  in  manchen  Hirnregionen  wie  dem  Globus  pallidus  und  der 




Zu  den  ROS‐assoziierten  Erkrankungen  des  Nervensystems  zählen  die  lethalen 
Krankheiten  Amyotrophe  Lateralsklerose,  die  durch  eine  progressive  Paralyse  durch 
Degeneration der Motorneuronen ausgelöst wird, sowie Chorea Huntington, eine autosomal 




Parkinson  ist  eine  der  häufigsten  progressiven  neurodegenerativen  Erkrankungen; 
rund 1% der Bevölkerung über 65  Jahren  in den USA  ist davon betroffen. Die Krankheit  ist 
durch  eine  Beeinträchtigung  der motorischen  Fähigkeiten wie  Bradykinesia,  Ruhetremor, 









Die  Ursachen  des  Alterungsprozesses  beschäftigen  die  Wissenschaft  bereits  seit 
Jahrhunderten,  und  bis  heute  sind  die  Mechanismen,  die  ihm  zugrunde  liegen,  nicht 





Die  Lebensspanne  von  Zellen  hängt  von  der  Länge  ihrer  Telomere,  den  Chromo‐















diese  Annahme  in  einer  Reihe  von  Studien  mit  genetisch  veränderten  Organismen 
(Caenorhabditis elegans, Drosophila, Mäuse) bestätigt werden [48]. 














Auf  zellulärer  Ebene  wird  vor  allem  NFκB,  ein  Transkriptionsfaktor,  der  an  der 
Regulation inflammatorischer und oxidativ wirkender Moleküle beteiligt ist, für die im Alter 







chronischen  oxidativen  Stress  und  vermehrtes  Auftreten  von  ROS  charakterisiert.  Das 











Reihe weiterer  Funktionen  im menschlichen Organismus, u.a.  auf die  Fertilität, und  lösen 
auch diverse Augenerkrankungen aus. 
Sowohl  männliche  als  auch  weibliche  Infertilität  steht  mit  oxidativem  Stress  in 
Zusammenhang. ROS beeinflussen die Qualität der Keimzellen und deren Entwicklung. Eine 
Reihe von Human‐ und Tierstudien beschäftigte sich mit der Rolle von ROS in der Entstehung 
und  Reifung  von  Oozyten,  follikulärer  Atresie,  der  Funktion  des  Corpus  luteum  und  der 
Luteolyse [3,4,51]. 
Auch  Katarakte,  die  durch  eine  Trübheit  der  Linse  im  Auge  charakterisiert  sind, 
werden durch oxidative Prozesse ausgelöst. Proteine, die  im Auge enthalten  sind, werden 
mit zunehmendem Alter oxidiert, und  in einigen Studien konnte man eine erhöhte Rate an 
Oxidationsprodukten  (mehr  als  60%  der Methionin‐Reste  in  humanen  Katarakten  waren 
oxidiert)  nachweisen. Darüber  hinaus wurde  gezeigt,  dass  in Nahrungsmitteln  enthaltene 







wurde  eine  Vielzahl  von  sekundären  Pflanzeninhaltsstoffen  identifiziert,  die  ROS 
inaktivieren.  
Zu  den  bekanntesten  Antioxidantien  in  Nahrungsmitteln  zählen  Vitamin  C,  Toco‐
pherole, Phenole und Carotinoide und Phenole. Die Gruppe der Carotinoide und Flavonoide 
lässt  sich  in    viele  verschiedene  Vertreter,  die  sich  durch  ihren  strukturellen  Aufbau 
unterscheiden, unterteilen [53‐55].  
In den  folgenden Kapiteln wird  auf drei  spezielle Antioxidantien, nämlich Grüntee‐
Extrakt, Gallussäure und Vitamin C näher eingegangen.  In der vorliegenden Arbeit wird vor 
allem  die  Auswirkung  dieser  drei  Antioxidantien  auf  oxidative  DNA‐Schäden  (8‐Oxo‐7,8‐




















Grüntee  (GT)  enthält  hauptsächlich  Polyphenole,  die  30‐40%  der  extrahierbaren 
Masse der  getrockneten Grüntee‐Blätter bilden. Der Großteil dieser Verbindungen  gehört 
zur Gruppe  der  Catechine  [58,59]. Die wichtigsten Vertreter  im GT  sind  Epicatechin  (EC), 




















Die Hauptsubstanz  in GT  ist EGCG, es macht  circa 16,5 Gewichtsprozent der durch 
Wasser  extrahierbaren  Menge  des  Tees  aus  [61].  Andere  bioaktive  Verbindungen  sind 
Chlorogensäure  und  Theogallin,  das  nur  in  Tee  vorkommt  [62],  sowie  Chinasäure, 
Carotenoide, Trigalloylglucose, Lignin, Protein, Chlorophyll, Mineralien, Caffein und geringe 
Mengen von Methylxanthinen wie Theophyllin, Theobromin und Theanin [62]. 










Man  geht  davon  aus,  dass  GT  eine  Rolle  in  der    Prävention  einer  Reihe  von 
Erkrankungen mit oxidativer Ätiologie wie Krebs, kardiovaskulären und neurodegenerativen 
Erkrankungen spielt [64].   
Die molekularen Mechanismen,  die  den  antioxidativen  Effekten  von  GT  zugrunde 
liegen, sind durch die chemischen Strukturen seiner Inhaltsstoffe bedingt: Die phenolischen 
Hydroxylgruppen  der  aromatischen  Ringsysteme  von  EC,  EGC  und  EGCG  können  ROS 
abfangen [65]. 
Sowohl  in  epidemiologischen  Studien  als  auch  in  Tiermodellen  wurde  eine 
schützende  Wirkung  von  GT  vor  der  Entstehung  von  Haut‐,  Brust‐  Prostata‐,  Lungen‐, 
Magen‐,  Dickdarm‐  und  Leberkrebs  gefunden  [66‐69].  In  einer  große  Kohortenstudie mit 
34.651  postmenopausalen  Frauen  („Iowa  Women´s  Health  Study“)  fand  man  eine 
signifikante inverse Korrelation zwischen der Catechin‐Aufnahme aus Lebensmitteln und der 
Inzidenz rektaler Krebserkrankungen [70].  








Grüntee‐Extrakt  (GTE)  und  EGCG  auf  oxidative DNA‐Schäden  untersucht wurde. Mit  dem 
Einzelzellgelelektrophoresetest konnte  in einer Studie mit 2 Tassen GT pro Tag über einen 
Zeitraum von 42 Tagen eine Reduktion der DNA‐Strangbrüche beobachtet werden [78], auch 
in  einer  kleinen  Pilotstudie  (n=6)  wurde  eine  Verminderung  der  DNA‐Schäden  in 
Mundschleimhautzellen  gefunden  [79].  In  Studien,  in  denen  8‐Oxo‐dG  als  Parameter  für 
oxidativen  Stress  herangezogen wurde,  konnte  nicht  in  allen  Fällen  eine  DNA‐protektive 
Wirkung  von  Grüntee  festgestellt  werden.  Beispielsweise  wurde  nach  einem  Monat 
Verabreichung  von  500  mg  und  1000  mg  Grüntee‐Polyphenolen  (GTP)  pro  Tag  keine 
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HPLC‐Hochleistungsflüssigkeitschromato‐graphie,  min‐Minuten,  n=Anzahl  Studienteilnehmer  pro  Inter‐
ventionsgruppe, Crossover Studien: n= Gesamtanzahl der Studienteilnehmer, 8‐oxo‐dG‐ 8‐Oxo‐7,8‐dihydro‐2´‐
deoxyguanosin, NR‐Nichtraucher R‐Raucher, Ref.‐ Referenzen SCGE‐ Einzelzellgelektrophoresetest, T‐Tage, ↑ 





























































































gallocatechin‐3‐gallat,  ELISA‐  Enzyme  linked  immunosorbent Assay, GT‐Grüntee, GTE‐Grüntee‐Extrakt,   GTP‐
Grüntee Polyphenol, HPLC‐ Hochleistungsflüssigkeitschromatographie,  ip‐intraperitoneal, M‐Maus, n= Anzahl 
Tiere/Gruppe,  NNK‐4‐(Methyl‐nitrosamino)‐1‐(3‐pyridyl)‐1‐butanone‐  2‐NP‐2‐Nitropropan,  R‐Ratte,  sc‐  sub‐















Gallussäure  (GA)  ist  der  Trivialname  für  3,4,5‐
Trihydroxybenozoesäure (Abbildung 8). Es handelt sich um 
ein natürliches Polyphenol, das in Pflanzen vorkommt [91]. 
GA  ist  der  Baustein  der  pflanzlichen Gerbstoffgruppe  der 
Gallotannine, besonders hohe Konzentrationen finden sich 
in  rotem Wein, Mango,  Rhabarber  und  Johannisbrotmehl 
(Carob) und auch in GT [62,92‐94].  
GA  wird  in  verarbeiteten  Lebensmitteln,  Kosmetika  und  Nahrungsmittelverpack‐
ungsstoffen  verwendet,  um  das  Ranzigwerden  und  Verderben  von  Lebensmitteln  durch 
Oxidationsprozesse zu verhindern [95]. 
Das  Hauptstoffwechselprodukt  der  GA  im  menschlichen  Organismus  und  im 
Organismus von Ratten ist 4‐O‐Methylgallussäure (4OMGA) [96]. 
GA  besitzt  antioxidative,  antiallergische,  anti‐mutagene,  anti‐cancerogene,  anti‐
mikrobielle  und  anti‐inflammatorische  Eigenschaften  [97‐103].  Sie  kann  Proteine  und 
Mineralien  wie  Zink,  Eisen  und  Calcium  binden  und  so  deren  Bioverfügbarkeit  durch 
Komplexbildung beeinflussen [104‐106]. 
Die  Schutzeffekte  der  GA  vor  oxidativen  DNA‐Schäden  wurden  erst  in  wenigen 
Studien untersucht (siehe Tabelle 3). Ferk und Mitarbeiter konnten sowohl in einer Human‐
studie  als  auch  in  einer  Tierstudie  in  vivo  eine  Reduktion  der DNA‐Strangbrüche  nach  3‐
tägiger Verabreichung von 0,2 mg GA/kg feststellen [11]. Die DNA‐schützende Wirkung der 
GA konnte  in Versuchen mit einer einmaligen,  sehr hohen Gabe von 80 mg/kg 30min vor 
einer  γ‐Bestrahlung  bestätigt  werden  [107].  Auch  in  Ex‐vivo‐Experimenten  konnte  eine 












































































Unter  „Vitamin  C“  werden  Verbindungen  eines 
Redoxsystems  verstanden,  es  besteht  aus  L‐Ascorbin‐
säure  (welche  in  dieser  Studie  herangezogen  wurde), 
deren  Monanion  Ascorbat,  der  in  Form  eines  freien 
Radikals als Zwischenprodukt auftretenden Semidehydro‐
L‐Ascorbin‐säure  und  Dehydro‐L‐Ascorbinsäure  [109]. 
Ascorbinsäure  (Abbildung  9)  besetzt  zwei  ionisierbare 
Gruppen  (pKa  4,25  und  pKa  11,8),  und  liegt,  mit 
Ausnahme des Magens, im menschlichen Körper als Monoanion (Ascorbat) vor [110]. 
Die wichtigsten Quellen  von Vitamin C  (VC)  sind  frische Gemüse und  Früchte bzw. 
deren  Säfte;  besonders  viel  findet  sich  in  Sanddorn,  Johannisbeeren,  Kiwi,  Paprika  und 
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Zitrusfrüchten  [111]. VC  ist  eine wasserlösliche  und  gut  absorbierbare  Substanz,  die  viele 
biologische  Funktionen  erfüllt,  sie  ist  Cofaktor  vieler  Enzyme,  die  u.a.  an  der  post‐
translationellen  Hydroxylierung  von  Kollagen,  der  Biosynthese  von  Carnitin,  der  Kon‐
vertierung  des Neurotransmitters Dopamin  zu Norepinephrin,  den  Peptid‐Amid‐Bildungen 








Oxidation  von  Ascorbat  führt  zur  Bildung  des  Ascorbat  Radikals,  das  in  einem  weiteren 
Oxidationsschritt zu Dehydroascorbat umgewandelt wird. 
 
VC  kann  auch  andere  wichtige  antioxidative  Moleküle,  wie  α‐Tocopherole  und 
Glutathion, regenerieren [112]. 
Neben  Studien,  in  denen  man  antioxidative  Eigenschaften  von  VC  nachweisen 
konnte, gibt es auch Hinweise auf prooxidative Effekte. Vor allem  in  In‐vitro‐Studien wurde 
DNA‐Schädigung durch VC nachgewiesen [115‐118]. Die zugrunde liegende Reaktion könnte 
die  Reduktion  von  Fe3+  zu  Fe2+  sein,  das  H2O2  zu  Hydroxylradikalen  reduziert  (Fenton 
Reaktion). Diese Bildung von Hydroxylradikalen wird im menschlichen Körper durch Bindung 
von  Fe2+  an  Ferritin  und  Transferritin  verhindert,  dennoch  wird  Menschen  mit  hohen 
Eisenwerten abgeraten, VC‐Supplementierung einzunehmen [119].  
Tabelle  4  (Seite  23)  gibt  einen  Überblick  über  Humanstudien  hinsichtlich  der 
Auswirkungen  von  VC  auf  oxidative  DNA‐Schäden.  In  der Mehrheit  der  Untersuchungen 
wurde keine Reduktion der DNA‐Schäden gefunden. Von  sieben Studien,  in denen mittels 
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SCGE‐Tests  die  Veränderung  der  DNA‐Strangbrüche  nach  VC‐Konsum  gemessen  wurde, 
konnte man nur  in zweien eine eindeutig protektive Wirkung und eine Reduktion der DNA‐





In  den  Interventionsstudien,  in  denen  8‐Oxo‐dG  als  Marker  für  oxidative  DNA‐
Schäden beobachtet wurde, ergibt sich ein ähnliches Bild wie bei den SCGE‐Tests. Lee et al. 
[126] konnten nach 4‐wöchiger Verabreichung von 500 mg VC pro Tag eine Abnahme von 8‐
oxo‐dG  in mononukleären Blutzellen  feststellen, der Effekt war  jedoch nicht  signifikant;  in 
einer  anderen  Studie mit der  gleichen Konzentration  (Dauer:  6 Wochen)  kam  es  zu  einer 
signifikanten  Abnahme  von  8‐Oxo‐dG  in  Lymphozyten,  aber  auch  zu  einer  signifikanten 





































































































































































































































1  Abkürzungen:  COPD‐  Chronisch  obstruktive  Lungenerkrankungen,  EC‐Elektrochemische  Detektion,  ELISA‐ 
Enzyme  linked  immunosorbent Assay,  Fe‐  Eisen, HD‐Hämodialyse, HPLC‐ Hochleistungsflüssigkeitschromato‐
graphie,  i.v.‐  intravenös,   min‐ Minuten,  n=  Anzahl  Studienteilnehmer  pro  Interventionsgruppe,  Crossover 
Studie:  n=  Gesamtanzahl  der  Studienteilnehmer,  NR‐Nichtraucher,  R‐  Raucher,    SCGE‐Einzelzellgelelektro‐




In  Tabelle  5  sind  die  Auswirkungen  von  VC  auf  oxidative  DNA‐Schäden  in  Tierstudien 
aufgelistet.  In  keiner  der  Untersuchungen  konnten  DNA‐protektive  Wirkungen  nachgewiesen 
werden;  in  einer  Studie wurde  eine  Zunahme  der  endogenen  Strangbrüche  nach  einmaliger  bzw. 











































































häufig  In‐vitro‐Experimente  durchgeführt,  in  denen,  meist  mit  spektrophotometrischen 
Methoden, die Inhibition von Oxidationsprozessen erfasst wird.  
Eine  kritische  Auswertung  der  derzeit  angewendeten  Methoden  zeigte,  dass  die 
derzeit  eingesetzten Verfahren  unzuverlässig    sind  [1]. Vor  allem  In‐vitro‐Untersuchungen 
mit subzellulären Fraktionen bzw. stabilen Zelllinien reflektieren die Situation  im Menschen 
nur  teilweise,  da  Signalpfade  und  die  Aktivierung  von  Transkriptionsfaktoren  (die 






von  Antioxidantien  beim Menschen,  da  sie  keine  Informationen  darüber  liefern,  ob  die 
Substanzen  über  den  Verdauungstrakt  aufgenommen werden.  Beispielsweise  zeigte  sich, 
dass  großmolekulare  Verbindungen  wie  Chlorophylle,  Cucurmin  und  Anthocyane  im 
Körperinneren  keine  Wirksamkeit  besitzen,  da  sie  nur  in  geringem  Ausmaß  absorbiert 
werden. 
Um  zuverlässige  Aussagen  über  die  Wirksamkeit  von  Antioxidantien  treffen  zu 
können,  ist die Durchführung von Tierexperimenten oder Humanstudien erforderlich sowie 
die  Verwendung  aussagekräftiger  Marker,  die  mit  der  Ätiologie  von  Krankheiten  in 
Zusammenhang stehen. Relativ vielversprechende Endpunkte sind solche, die DNA‐Schäden 
betreffen, da diese kausal mit Krebs und anderen Erkrankungen  in Zusammenhang stehen, 
sowie  die  Messung  der  Oxidation  anderer  biologisch  relevanter  Moleküle,  die  mit 







deren Hilfe es möglich war, das Verhältnis  von Einzelstrang‐DNA  zu Doppelstrang‐DNA  zu 
messen.  Dabei  wurden  einzelne  Zellen  in  Agarose  eingebettet  und  unter  alkalischen 
Bedingungen  lysiert (pH 12). Dies führte dazu, dass sich die spiralförmige Struktur der DNA 
auflöste  und  Strangbrüche  entstanden.  Wurde  die  DNA  mit  Acridin‐Orange  gefärbt, 
emittierten  die  Einzelstränge  rotes,  die  Doppelstränge  grünes  Licht.  Die  Menge  an 
































spiralförmige  Helix,  in  aufgewickelter  Form  vor.  Behandlung  mit  einer  Lyselösung  (mit 
hohem Salz‐ und Detergentiengehalt)  führt zur Entfernung der zytosomalen und nuklearen 
Proteine, und es  bleiben kernähnliche Strukturen ohne Proteingehalt („Nukleoide“) zurück. 




Wie  in  internationalen Richtlinien empfohlen, wurde  in der vorliegenden Arbeit die 







III,  das  die  Detektion  oxidierter  Pyrimidine  ermöglicht,  und  Formamidoyprimidin‐DNA‐
Glycosylase  für  die Messung  von  8‐Oxoguanine,  dem Oxidationsprodukt  von  Purinen  und 
diverser anderer strukturell veränderter Purine [147]. 
Die  Auswertung  der  SCGE‐Tests  erfolgt  mit  einem  Fluoreszenzmikroskop.  Die 














einzelnen  Versuchen  stark  variieren;  dies  hat  den  Nachteil,  dass  diese  Messgröße,  im 
Gegensatz zur Tail‐Intensität, nicht standardisierbar ist. 
Die Ergebnisse von Comet‐Assays  sind gewöhnlich nicht normal verteilt, es handelt 








Seit  der  Erfindung  des  SCGE‐Tests  wird  diese  Methode  zunehmend  für  die 
Untersuchung  DNA‐protektiver  Wirkungen  von  Schutzsubstanzen  in  der  menschlichen 






die  Probanden  600‐1000 ml/T  für  5‐7  Tage  konsumierten,  und  ein  signifikant  protektiver 






Die  Bestimmung  der  gesamten  antioxidativen  Kapazität  (TEAC)  hat  eine  höhere 
biologische Aussagekraft als die Messung einzelner oxidierter Spezies, und  ist von größerer 
Relevanz für die In‐vivo‐Balance zwischen oxidierten und antioxidativ wirksamen Molekülen 
als  die  Messungen  der  einzelnen  Antioxidantien  [155].  Die  Gruppe  der  endogenen 
antioxidativ wirksamen Moleküle umfasst Bilirubin, Harnsäure, Protein‐Thiole und Antioxi‐
dantien  aus  Nahrungsmitteln,  beispielsweise  die  Vitamine  C  und  E  und  aromatische 
Substanzen wie Flavonoide und Phenolsäuren [156]. 
Um die Gesamtheit der  antioxidativen Kapazität  zu erfassen, wurden  verschiedene 
Strategien entwickelt, u.a. der „TEAC“‐Assay. Dieser Parameter kann sowohl  im Plasma als 
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auch  in  anderen  Körperflüssigkeiten  gemessen  werden.  Der  Trolox  (6‐Hydroxy‐2,5,7,8‐
Tetramethylchroman‐2‐Carboxylsäure)  Äquivalent  (TEAC)‐Assay  wurde  von  Miller  und 
Coauthoren 1993  [157] das erste Mal angewandt und von Re et al. [158] modifiziert, unter 
anderem  wurde  die  direkte  Bildung  des  Radikals  (siehe  unten),  ohne  Entstehung  eines 
Zwischenprodukts, ermöglicht.  
Die Messung  beruht  auf  der  Inkubation  von  2,2`‐Azinobis‐3‐Ethylbenzothiazolin‐6‐
Sulfonsäure (ABTS) in der Gegenwart von Peroxidase und Wasserstoffperoxid oder Hydroxyl, 
Peroxy,  Alkoxyl  und  inorganischen  Radikalen,  dies  führt  zur  Bildung  des  ABTS+  Radikals, 
welches spektrophotometrisch quantifiziert wird.  
Werden  Antioxidantien  vor  der  Zugabe  von  Wasserstoffperoxid  zugegeben, 






Neben  dem  TEAC‐Assay  zählen  der  „ferric  ion  reducing  antioxidant  parameters“ 





Die  Oxidation  der  Lipoproteine  niedriger  Dichte  wird  in  Zusammenhang  mit  der 

























In der  vorliegenden Arbeit wurden  fünf  immunologisch  relevante Proteine, die  zur 
Gruppe  der  Zytokine  zählen,  bestimmt.  In  den  folgenden  Kapiteln  werden  der  Tumor 




TNF‐α  ist  ein multifunktionelles  Zytokin,  das  an  der  Regulation  zellulärer  und  bio‐
logischer  Prozesse, wie  Immunfunktionen,  der  Zelldifferenzierung,  Proliferation, Apoptose 
und  dem  Energiehaushalt,  beteiligt  ist  [166].  TNF‐α  wird  vor  allem  von  aktivierten 
Makrophagen, T‐Lymphozyten und natürlichen Killerzellen  synthetisiert und  ist ein 26 kDa 
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schweres  Transmembran  Monomer  (pro‐TNF‐α).  Dieses  wird  durch  das  TNF‐α  konver‐
tierende Enzym gespalten, wodurch ein 17 kDa lösliches TNF‐α‐Molekül entsteht [167,168]. 
Die Aktivität des TNF‐α hängt  zum größten Teil von  seinen Rezeptoren ab, nämlich 
dem  TNF‐Rezeptor  1  (TNFR1)  und  TNF‐Rezeptor  2  (TNFR2). Obwohl  die  Affinität  für  den 
TNFR‐2,  der  in  allen  Zellen  exprimiert  wird,  fünfmal  größer  ist,  wird  die  Mehrheit  der 
biologischen  Funktionen  von  TNF‐α  von  TNFR‐1, welcher  v.a.  in  Immunzellen  vorkommt,  
kontrolliert  [169].  TNFR‐1  ist  ein  dualer  Rezeptor  und  kann  neben  der  Auslösung  des 






über  weitere  Kaskaden  die  Apoptose  auslöst.  TRAF‐2  initiiert  mittels  der  mitogen‐aktivierten 
Proteinkinase  (MAPK)  und  der  cJun  N‐terminalen  Kinase  (JNK)  einen  Signalpfad  von 
Phosporylierungsschritten,  der  zur  Aktivierung  von  Transkriptionsfaktoren  führt.  Der  wichtigste 
Reaktionsschritt dieser Kaskade ist die Auslösung der Transkription des nuklearen Faktors κB (NF‐κB), 




Die  Interferone  können  entsprechend  ihrer  Rezeptorspezifität  und  Sequenz‐
homologie in zwei Klassen unterteilt werden: Zu den Typ I Interferonen zählen IFN‐α, IFN‐β, 
IFN‐ω und  IFN‐τ.  IFN‐γ  ist der einzige Vertreter der Typ  II Zytokine. Er hat strukturell keine 
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Gemeinsamkeiten mit  Zytokinen  des  Typs  I,  bindet  an  einen  anderen  Rezeptor  und wird 
auch  durch  andere  Chromosomenloci  kodiert  [171].  IFN‐γ  wird  vermutlich  von  B‐Zellen, 
natürlichen Killerzellen  (NK) und Antigen‐präsentierenden Zellen  (APC), wie Makrophagen, 




Die  Bildung  von  IFN‐γ wird  durch  Zytokine  (v.a.  Interleukin  12  und  Interleukin  18) 
reguliert,  welche  die  Sekretion  der  Interferone  mit  dem  angeborenen  Immunsystem  in 
Verbindung bringen [179‐181]. 
Die  Signaltransduktion  durch  IFN‐γ  erfolgt  primär  über  den  Jak‐Stat  Signalpfad,  an 
dem  über  50  Zytokine  (darunter  TNF‐α), Wachstumsfaktoren  und Hormone  beteiligt  sind 




Interleukine  (IL)  sind Bestandteile des  adaptiven und  angeborenen  Immunsystems. 
Der Begriff  „Interleukin“  bezeichnet  Zytokine, die  von  Leukozyten  produziert werden  und 
auch auf diese Zellen einwirken [182]. 
Erhöhte  IL‐4‐Produktion wurde  in Zusammenhang mit der Entstehung von Atopien, 
eine  exzessive  IgE‐Produktion  in  Folge  von  Kontakt mit  Allergenen,  beobachtet.  Auch  in 
Bezug  auf  infektiöse  Krankheiten  können  hohe  IL‐4‐Werte  negative  Auswirkungen  haben 
[183].  Darüber  hinaus  inhibiert  IL‐4  die  Produktion  des  TNF‐α  und  Prostaglandin  E2  und 
unterdrückt  die  Förderung  der  Blutgerinnung  aktivierter Monozyten,  dies  führt  zu  einer 








IL‐10  wird  von  Makrophagen,  dendritischen  Zellen,  B‐Zellen  und  verschiedenen 
Untergruppen von CD4+ und CD8+ Zellen gebildet. Es wirkt indirekt auf T‐Zellen und inhibiert 






















radikale  (H2O  ?  OH.  +  H.).  Von  organischen  Verbindungen  kann  ein  Wasserstoffatom 
abstrahiert werden oder ein H. oder OH. an Doppelbindungen addiert werden.  In weiterer 
Folge kommt es zur Bildung von Peroxylradikalen und zu Strangbrüchen der DNA [195] und 
zu  Veränderungen  von Membranen  und  Proteinen.  Die  Schäden  in  der  DNA  bestrahlter 
Zellen werden  zum größten Teil wieder  repariert. Die Kinetik dieser Reparaturprozesse  ist 


































ionisierenden  Strahlung  auslösen  [197].  Da  die  durch  γ‐Strahlung  induzierten  ROS  zur 
Bildung  von  Einzel‐  und Doppelstrangbrüchen  und  zu  oxidierten  Purinen  und  Pyrimidinen 
führen, ist der Comet‐Assay eine geeignete Methode, um die entstandenen DNA‐Schäden zu 
quantifizieren  [198].  Es  wurde  bereits  eine  Reihe  von  In‐vitro‐  und  In‐vivo‐Studien 
durchgeführt,  in  denen  die  Wirkung  von  Antioxidantien  auf  die  DNA‐Stabilität  nach  γ‐
Strahlung untersucht wurde [107,199‐202].  















Chemikalien Formel/ Abkürzung 
CAS-
Nummer Verwendung Firma 
Agarose mit niedrigem 





Agarose with hohem 
Schmelzpunkt NMP Agarose 9012-36-6 










Sulfonsäure) Diammonium Salz 
ABTS 30931-67-0 Bestimmung der TEAC10 Sigma 
L-Ascorbinsäure (Vitamin C) VC 50-81-7 Testsubstanz Sigma 
Bovineserumalbumin BSA 9048-46-8 Enzympuffer Sigma 
di-Methylsulfoxid DMSO 67-68-5 Lyselösung Merck 
di-Natriumhydrogen-phosphat-
dihydrat 
Na2HPO4 x     
2 H20 
7558-79-4 Phosphatpuffer Merck 




Ethidiumbromid EtBr 1239,45,8 Färbung der Objektträger Sigma 









Gallussäure GA 149-91-7 Testsubstanz Sigma 
Grüntee-Extrakt Sunphenon 90M GTE 
  
Testsubstanz Taiyo International  
Histopaque-1077 Histopaque - Lymphozytenisolierung Sigma 
Hydrogenchlorid HCl 7647-01-1 pH Kalibration Merck 
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-




Chemikalien Formel/ Abkürzung 
CAS-
Nummer Verwendung Firma 
Kaliumhexacyanoferrat (III) K3(Fe(CN6)) 14459-95-1 Bestimmung der TEAC Riedel-de Haen 
Myoglobin   100684-32-0 Bestimmung der TEAC Sigma 
N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N´-2-
ethansulfonacid Hepes 7365-45-9 Enzympuffer Sigma 
Na-Heparin Heparin 9005-49-6 Blutgewinnung Ebewe Pharma 
Kaliumchlorid KCl 7447-40-7 Phosphatpuffer Merck 
Kaliumhydrogenphosphat KH2PO4 7778-77-0 Phosphatpuffer Merck 
Kaliumhydroxid KOH 1310-58-3 Enzympuffer Merck 
RPMI 1640 RPMI - Zellkultur Medium Sigma 











Sephadex G-15 - 11081-40-6 Säulenchromatographie Sigma 
Trypanblau - 72-57-1 Bestimmung der Zellviabilität Sigma 
Wasserstoffperoxid 30 % H2O2 7722-84-1 Bestimmung der TEAC Donauchem 
 
1  Firmen: Donauchem: Wien, Österreich,  Ebewe Pharma Ges.m.b.H.: Unterach, Österreich,  Fluka: 
Buchs, Schweiz Invitrogen Life Techonolgies Ldt : Paisly, Schottland, Merck: Darmstadt, Deutschland, 
Riedel‐de  Haen  AG:  Seelze,  Deutschland,  Sigma‐Aldrich:  Steinheim,  Deutschland,    Slowakische 
























          
Hank´s Salzpuffer (HBSS): 8,0 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,06 g Na2HPO4 und K2HPO4, 0,35g NaHCO3 
und  4  g  Hepes wurden  in  1,0  l  Aqua  bidest.  gelöst  und mit  NaOH  ein  pH‐Wert  von  7,0 
eingestellt. 











gewicht  250  ±  10  g)  durchgeführt,  die  von  der  Zuchtstätte  der Medizinischen Universität 
Wien in Himberg (Österreich) bezogen wurden. Die Tiere wurden eine Woche akklimatisiert. 
Sie  waren  in  Plastikkäfigen  (Macrolon  Typ  III,  Techniplast  GmbH,  Hohenpeißenberg, 
Deutschland)  unter  Standard‐Bedingungen  (24  ±  1°  C,  Luftfeuchtigkeit  50  ±  5%,  12  h 




In  der  vorliegenden  Studie  wurden  humanrelevante  Dosierungen  von  drei 
ausgewählten Antioxidantien, nämlich  von Gallussäure  (GA), Vitamin C  (VC) und Grüntee‐








Abbildung  16:  Schematische Darstellung  der Durchführung  der  Studie. Die  Testsubstanzen wurden männ‐
lichen Him‐OFA Ratten für 5 Tage mittels Schlundsonde verabreicht. Am darauffolgenden Tag wurden die Tiere 



































wurden  in  Leitungswasser  gelöst  und    0,5%  kg  KG/T wurden  den  Tieren mittels  Schlund‐
sonde  über  einen  Zeitraum  von  fünf  Tagen  verabreicht.  Pro  Interventionsgruppe  und 
Zeitpunkt  wurden  entsprechend  den  Richtlinien  von  Hartmann  et  al.  [204]  5  Tiere 
verwendet. Darüber hinaus wurde eine Kontrollgruppe  (Verabreichung von Wasser mittels 
Schlundsonde) mitgeführt (ebenfalls fünf Tiere). 
Im  Anschluss  an  den  ersten  Teil  der  Studie,  in  dem  unbestrahlte  Tiere  verwendet 
wurden,  wurden  zusätzliche  Experimente  durchgeführt.  In  diesen  wurden  weitere 
Kombinationen der drei Antioxidantien, nämlich ein Gemisch aus GA (0,2 mg/kg KG/T) und 
VC  (6,7 mg/kg KG/T) und eine Kombination aus GTE  (1,3 mg/kg KG/T) und GA  (0,2 mg/kg 




Im  zweiten  Teil  der  Studie wurden  die  Tiere mit  GA  (0,2 mg/kg  KG/T)  und  einer 
Kombination aller drei Antioxidantien (1,3mg GTE/kg KG/T, 0,2 mg GA/kg KG/T und 6,7 mg 
VC/kg KG/T) behandelt. Nach fünftägiger Behandlung wurden die Tiere  in einer 60Co‐Quelle 




Abbildung  17:  Versuchsablauf  der  Experimente mit  bestrahlten  Tieren.  Jeweils  fünf  Tieren  pro 
Gruppe wurde entweder Gallussäure (0,2 mg/kg KG/T) oder ein Gemisch von Antioxidantien (GA 0,2 
mg/kg KG/T, VC 6,7 mg/kg KG/T und GTE 1,3 mg/kg KG/T) über einen Zeitraum von 5 Tagen mittels 
Schlundsonde  verbreicht.  Zusätzlich  wurden  eine  positive  und  eine  negative  Kontrollgruppe 
(Leitungswasser mittels Schlundsonde) mitgeführt. Nach der Behandlung wurden die Tiere  in einer 
60Co‐Quelle  bestrahlt. Nachfolgend wurden  die  Tiere  nach Betäubung mit  CO2  durch Dekapitation 
getötet, das Blut gesammelt und die Organe (Leber und Dickdarm) entnommen. 
 
Die  Bestrahlung  wurde  am  Institut 
für  Ernährungswissenschaften  (Sektion 
Strahlenbiologie)  durchgeführt.  Die  Ratten 
wurden  in  ein  Aluminiumgefäß  gesetzt 
(Abbildung  18)  und  in  die  Bestrahlungs‐
quelle eingebracht. 
















Die  Isolierung  der  Lymphozyten  wurde  mittels  Dichtegradientenzentrifugation 
durchgeführt: In ein 15 ml AccuspinTM‐Röhrchen (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA) wurden 
3,0 ml  Histopaque‐1077  (Sigma‐Aldrich,  Steinheim,  Deutschland)  gefüllt  und  kurz  zentri‐
fugiert (800 x g, 16°C, 1 min). Das Blut wurde im Verhältnis 1:1 mit RPMI 1640 gemischt und 
auf die Trennmembran (poröse Polyethylenmembran) im AccuspinTM‐Röhrchen aufgebracht 
und  15min  (800  x  g,  18°  C,  Bremsung  0)  zentrifugiert.  Bei  diesem  Schritt  (Abbildung  19) 
werden Erythrozyten und Granulozyten durch Polysaccharose aggregiert und sedimentieren, 








Abbildung 19: Gewinnung der  Lymphozyten durch  Zentrifugation  (modifiziert nach  Sigma‐Aldrich 
[205]) 
Nach  der  Zentrifugation  wurde  der  Lymphozytenring  vorsichtig  mit  einer  Pipette 
abgenommen und in ein Falconröhrchen (15 ml, Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland), in dem 
bereits  5  mL  RPMI  enthalten  waren,  transferiert.  Nach  zwei  weiteren  Waschschritten 
(jeweils 300 x g, 18°C, 10 min), wurden die Zellpellets in 1,0 mL PBS resuspendiert. 
Nach Prüfung der Zellvitalität  (>80 %) mittels Trypan‐Blau‐Färbung  (Mischverhältnis 





Unmittelbar  nach  Tötung  der  Ratten  wurde  ca.  1,0  g  des  rechten  Leberlappens 
entnommen,  in 4,0 mL gekühlten Homogenisationspuffer  (pH 7,5)  transferiert und bei 400 
rpm  auf  Eis  homogenisiert  (Typ  Potter‐Elvehjem,  B.  Braun,  Melsungen,  Deutschland). 










Die  Durchführung  der  Tests  erfolgte  entsprechend  internationalen  Richtlinien 
[12,148,204].  Im  Rahmen  der  Studie  wurden  zwei  Varianten  durchgeführt,  nämlich  der 
Standard  SCGE‐Test  (nach  Lyse  der  Zellen  erfolgt  die  Elektrophorese)  und  die  Detektion 
oxidierter  Basen  mit  den  läsionsspezifischen  Enzymen  Endonuklease  III  (Endo  III)  und 
Formamidopyrimidin‐DNA‐Glycosylase  (FPG).  Pro  Versuchstier  wurden  3  Objektträger 
hergestellt und pro Messpunkt die Tail‐Intensitäten  in  insgesamt 150 Zellen  (Lymphozyten 









                 
Abbildung  20: Durchführung  der  Einzelzellgelelektrophoresetests. Die  Zellen wurden  auf Objekt‐
träger aufgebracht und mit Lyse‐Lösung behandelt. Unter Standard‐Bedingungen wurden die Nuklei 











Die  jeweiligen  Zellsuspensionen  (Lymphozyten,  Hepatozyten  und  Colonozyten) 
wurden in 80 µL LMP Agarose (37°C, 0,5% in PBS) aufgenommen, auf einen bereits mit NMP 
Agarose  (1,5 %  in  PBS)  beschichteten  Objektträger  aufgebracht  und mit  einem  Deckglas 
bedeckt.  Es wurden  jeweils 20.000  Lymphozyten  auf die Objektträger, die  später mit den 
läsionsspezifschen  Enzymen  behandelt wurden,  und  50.000  Lymphozyten  auf  die Objekt‐
träger, die den Standard‐SCGE‐Tests unterzogen wurden, aufgetragen. Nach ca. 5 min  (die 
Objektträger waren auf Eis gelegt) wurden die Deckgläser entfernt und die Objektträger  in 
mit Lyse gefüllten Behältern  (4°C)  für mindestens 1 h  im Dunkeln gelagert. Der Lyselösung 
wurde unmittelbar vor Verwendung Triton X‐100 (1 mL auf 100 mL Lyse) zugefügt. Alle nach‐






kalten  Elektrophoresepuffer  (4°C,  pH>12)  gelegt. Nach Alkalibehandlung  (20 min,  pH>12), 
die erforderlich  ist, um doppelsträngige DNA  in Einzelstränge überzuführen, wurde  für 20 
min Spannung angelegt (300 mA und 25 V) (Standard Power Pack P25, Biometra, Göttingen, 
Deutschland). 





Um  die  Bildung  endogen  oxidierter  Purine  und  Pyrimidine  zu  bestimmen, wurden 
Versuche  mit  läsionsspezifischen  Enzymen,  wie  von  Collins  et  al.  [147]  beschrieben, 










Alkalibehandlung  (40  min)  die  Elektrophorese  (30  min,  300  mA,  25  V)  durchgeführt 
(Standard Power Pack P25, Biometra, Göttingen, Deutschland). 





Nach  Trocknung  der  Objektträger  wurde  Ethidiumbromid  auf  die  Objekträger 
aufgetragen (20 µL). Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon EFD‐3, 
25:1 Objektiv).  Entsprechend  den  internationalen 
Richtlinien für in vivo Comet Assay [12] wurden pro 
Tier  und Organ  drei Objektträger  hergestellt  und 
150  (Lymphozyten  und  Hepatozyten)  bzw.  100 
Zellen (Colonozyten) ausgewertet. Die Auswertung  
erfolgte mit einem computer‐gestützten Auswerte‐
programm  (Comet  Assay  IV,  Perceptive  Instru‐
ments,  UK)  (Abb  21.).  Als  Parameter  der  DNA‐
Wanderung  wurden  die  Tail‐Intensitäten  (in  %) 
erfasst.  






Für  die  statistische  Hypothesenprüfung  wurden  die Mediane  der  Tail‐Intensitäten 
„Arcus‐Sinus“  transformiert,  um Homogenität  der  Varianzen  zu  erreichen  (neben  der  auf 
Seite  28  dargestellten  Problematik  der  Begrenzung  der Messgrößen  im  Intervall  0‐100%  
neigen  die Messgröße  der %  Tail‐Intensität  dazu,  bei  höheren Werten  auch  eine  größere 
Varianz  der  Daten  aufzuweisen,  diese  Korrelation  wird  mit  Hilfe  der  Transformation 
aufgehoben).  Durch  Anwendung  des  Dixon‐Tests  wurden  Ausreißer  eliminiert.  Die 
Mittelwerte  der  drei  (oder  zwei,  falls  ein  Ausreißer  entfernt  wurde)  Mediane  jeder 
Behandlung wurden berechnet und diese Werte erneut mit dem Dixon‐Test analysiert. Die 
Analyse  der  Varianzen  wurde  durch  Anwendung  eines  gemischten  Models  mit  den 
Versuchstieren als stochastischer Faktor und Versuchsbedingungen (Kontrolle, GTE, GA, VC, 
Kombinationen) als fixer Faktor zwischen den einzelnen Tieren durchgeführt. Vergleiche der 
Gruppen  (Kontrolle  mit  den  Interventionsgruppen)  wurden  durch  lineare  Kontraste 
ermittelt.  Effekte  und  Kontraste  wurden  als  signifikant  angenommen,  wenn  der  p‐Wert 













wurde erhalten,  indem 45 µl der  Stocklösung mit 50 ml PBS  versetzt wurden.  Sowohl die 





Metmyoglobin wurde  vor  der Verwendung  auf  einer  35  x  2,5  cm  Pharmacia  XK26 
Säule (mit 50 g Sephadex G‐15 gefüllt) in PBS aufbereitet. 10 ml Myoglobin (400 µM, 75,2 mg 
in 10 mL PBS = Lösung 1) wurde einer 10 ml Eisencyanidlösung (24,4 mg Kaliumhexacyano‐
ferrat  in  100 mL  PBS  =  Lösung  2)  zugegeben.  Dieses  Gemisch wurde  auf  die  Trennsäule 
aufgebracht und mit PBS eluiert. Die Fraktionen wurden  in 5 min Abstand gesammelt und 
die  Absorption  jeder  Fraktion  bei  490,  560,  580  und  700  nm  gemessen. Die  bei  700  nm 
abgelesenen Werte wurden  von  jener,  die  bei  490,  560  und  580  nm  gemessen wurden, 













Zum  Starten  der  Reaktion wurden  170  µL H2O2    (450  µM)  zugefügt,  die  Röhrchen 
sorgfältig gemischt und in die Küvette des Photometers (Perkin Elmer UV/VIS Spectropheter 
Lambda‐2)  transferiert. Durch Zugabe des Wasserstoffperoxids zur ABTS Lösung kommt es 
zur  Bildung  des  grün‐bläulich  gefärbten  ABTS+  Radikalkations.  Die  Absorption  der 
Plasmaproben  (734 nm) wurde nach 6 min abgelesen; die Temperatur muss während der 
gesamten  Reaktionszeit  konstant  auf  30°  C  gehalten werden. Auf  diese Weise wurde  die 










Die  LDL‐Oxidation  wurde  mit  einem  Testkit  fluorimetrisch  bestimmt  (Lipid‐Ox, 
Fluoreszenz‐Testsystem, Dr.  Franz  Tatzberg  KEG,  3400  Klosterneuburg, Österreich). Dieser 
Test basiert auf der Zerstörung eines  spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes  (der als  Indikator 
dient) während der Oxidation von LDL. 
In einer ersten  Inkubation wurde die Plasmaprobe mit dem  Indikator  versetzt und 
dadurch  das  LDL  in  der  Probe markiert.  Die Oxidation wurde  durch  einen  Radikalstarter 















Biosciences  Pharmingen,  San  Diego,  Kanada).  Die  Auswertung  erfolgte  auf  einem 
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Die  IFN‐γ‐Werte  im Plasma der Ratten wurden mit einem ELISA Testkit  (BD OptEIA, 
BD  Biosciences  Pharmingen,  San  Diego,  Kanada)  ermittelt.  Die  Auswertung  erfolgte  auf 




IL‐4,  ‐6  und  ‐10 wurden, wie  die  übrigen  immunologischen  Parameter, mit  ELISA 
Testkits  bestimmt  (BD  OptEIA,  BD  Biosciences  Pharmingen,  San  Diego,  Kanada).  Die 




Die  TNF‐α,  IFN‐γ,  IL‐4,  IL‐6  und  IL‐10‐Werte  der  Plasmaproben wurden  jeweils  in 
Zweifachbestimmungen ermittelt und der Mittelwert der Doppelbestimmungen ging  in die 












unbestrahlten  Tieren  erhalten  wurden,  vorgestellt.  Zusätzlich  enthält  dieses  Kapitel 
Resultate  der  ergänzenden  Experimente. Der  zweite  Teil  betrifft  jene  Ergebnisse,  die mit 
bestrahlten  Tieren  erzielt  werden  konnten.  Die  Resultate  zeigen  jeweils  gentoxische 







dieser  drei  Substanzen  mit  SCGE‐Tests  erzielt  wurden,  sind  in  den  nachfolgenden 
Abschnitten (4.1.1.1. bis 4.1.1.5.) beschrieben. 
In den Kalibrationsexperimenten wurde eine optimale Wirksamkeit der Enzyme bei 
einer Verdünnung  von  1:1000  (FPG)  und  1:9000  (Endo  III)  gefunden.  Bei  Behandlung  der 
Nuklei mit den läsionsspezifischen Enzymen  (Endo III und FPG) konnte in allen  untersuchten 
Organen  (Blut,  Leber  und  Colon)  eine  Erhöhung  der  DNA‐Migration  gegenüber  der 
Behandlung mit der Enzympufferlösung festgestellt werden. In Lymphozyten wurde mit FPG 
eine 5‐fache Erhöhung und mit Endo  III eine Verdopplung der DNA‐Schäden detektiert.  In 






































einen  Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  Grüntee‐Extrakt  (1,3  mg/kg  KG/T)  oder  Wasser  mit  einer 
Magensonde verabreicht. 24 h nach der  letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen  isoliert. 
Pro Organ und Behandlung  (Standard, FPG und Endo  III) wurden drei Objektträger hergestellt und  insgesamt 







































































































































































In  einem weiteren  Versuch wurden  den  Ratten  6,7 mg  GTE/kg  KG  (eine  Dosis,  die  dem 
Konsum von 5 Tassen GT beim Menschen entspricht) verabreicht (Abbildungen 23 a‐i). Mit 








































einen  Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  Grüntee‐Extrakt  (6,7  mg/kg  KG/T)  oder  Wasser  mit  einer 
Magensonde verabreicht. 24 h nach der  letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen  isoliert. 
Pro Organ und Behandlung  (Standard, FPG und Endo  III) wurden drei Objektträger hergestellt und  insgesamt 













































































































































































diversen  Zelltypen  sind  in  den  Abbildungen  24  a‐i  dargestellt.  Es  konnte  eine  deutliche  
protektive  Wirkung  erzielt  werden.  In  Lymphozyten  kam  es  mit  dem  läsionspezifischen 
Enzym Endo  III zu einer Reduktion der DNA‐Migration um 45%;  in Colonozyten wurde eine 

































Abbildungen  24  a‐i:  Auswirkungen  oraler  Verabreichung  von  Gallussäure  (0,2  mg/kg  KG)  auf  die  DNA‐
Stabilität von Lymphozyten (a‐c), Hepatozyten (d‐f) und Colonozyten (g‐i) von Ratten. Den Tieren wurde über 
einen  Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  Gallussäure  (0,2  mg/kg  KG/T)  oder  Wasser  mit  einer 
Magensonde verabreicht. 24 h nach der  letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen  isoliert. 
Pro Organ und Behandlung  (Standard, FPG und Endo  III) wurden drei Objektträger hergestellt und  insgesamt 
150  (Lymphozyten und Hepatozyten) bzw. 100 Zellen (Colonozyten) ausgewertet. W‐Wasser, GA‐Gallussäure. 






































































































































































 Die  Abbildungen  25  a‐i  zeigen  die  Auswirkungen  der  Verabreichung  von  VC  (1,3 
mg/kg KG) auf die DNA‐Stabilität.  In den meisten Fällen wurden keine protektiven Effekte 
gefunden. Die Tail‐Intensität war in den Dickdarmzellen nach Behandlung mit FPG redu‐ziert 
(27 %); allerdings war dieser Effekt  statistisch nicht  signifikant.  Im Gegensatz dazu kam es 






















von  Lymphozyten  (a‐c), Hepatozyten  (d‐f) und Colonozyten  (g‐i) von Ratten. Den Tieren wurde über einen 
Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  Vitamin  C  (1,3 mg/kg  KG/T)  oder Wasser mit  einer Magensonde 
verabreicht. 24 h nach der letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen isoliert. Pro Organ und 
Behandlung  (Standard,  FPG  und  Endo  III)  wurden  drei  Objektträger  hergestellt  und  insgesamt  150 





































































































































































höhere  Konzentration  (6,7 mg/kg  KG)  getestet  (siehe  Abbildungen  26  a‐i). Wie  mit  der 






































von  Lymphozyten  (a‐c), Hepatozyten  (d‐f) und Colonozyten  (g‐i) von Ratten. Den Tieren wurde über einen 
Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  Vitamin  C  (6,7 mg/kg  KG/T)  oder Wasser mit  einer Magensonde 
verabreicht. 24 h nach der letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen isoliert. Pro Organ und 
Behandlung  (Standard,  FPG  und  Endo  III)  wurden  drei  Objektträger  hergestellt  und  insgesamt  150 











































































































































































behandelt  (siehe Abbildungen  27  a‐i). Die Dosierungen  der  Einzelsubstanzen  entsprachen 
jenen, die  in den  vorangegangen Experimenten eingesetzt worden waren  (1,3 mg GTE/kg 
KG, 0,2 mg GA/kg KG, 6,7 mg VC/kg KG). Es wurde in allen Organen eine signifikante Reduk‐
tion der DNA‐Migration beobachtet, die Effekte waren jenen die durch GA ausgelöst worden 
























über  einen  Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  eine  Kombination  oder Wasser mit  einer Magensonde 
verabreicht. 24 h nach der letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen isoliert. Pro Organ und 
Behandlung  (Standard, FPG und Endo  III) wurden drei Objektträger hergestellt und  insgesamt 150  (Blut‐ und 
Leberzellen)  bzw.  100  Zellen  (Colonozyten)  ausgewertet. W‐Wasser, Mix‐Mischung.  Die  Boxen  zeigen  den 









































































































































































Im  Anschluss  an  die  vorliegende  Studie  wurden  ergänzende  Experimente 
durchgeführt.   Die Tiere wurden mit binären Kombinationen, nämlich GA und GTE bzw. GA 
und VC behandelt um herauszufinden, ob  diese Gemische stärkere Wirkung verursachen als 
die  Kombination  aller  drei  Antioxidantien. Die  Kombination  aus  VC  und GTE wurde  nicht 
getestet,  da  keine  der  beiden  Einzelfaktoren  deutliche  Schutzeffekte  bewirkte  (siehe 

































und  Vitamin  C  (6,7 mg/kg  KG)  auf  die  DNA‐Stabilität  von  Lymphozyten  (a‐c)  und  Hepatozyten  (d‐f)  von 
Ratten. Den Tieren wurde über einen Zeitraum von 5 Tagen hinweg entweder eine Kombination  (0,2 mg GA 
und 6,7 mg VC/kg KG/T) oder Wasser mit einer Magensonde verabreicht. 24 h nach der  letzten Behandlung 














































































































Die Auswirkungen  der Verabreichung  einer  Kombination  von GA  und GTE  auf  die 
DNA‐Stabilität in Blut, Leber und Kolon sind in den Abbildungen 29 a‐i dargestellt. In diesem 
Experiment  konnten  in  allen  Organen  protektive Wirkungen  beobachtet  werden.  In  den 
Lymphozyten  kam  es  zu  einer  Reduktion  der DNA‐Schäden  um  33 %  (FPG)  bzw.  um  7 % 
(Endo  III).  In den Colonozyten konnten unter allen Versuchsbedingungen protektive Effekte 



































und Grüntee‐Extrakt  (1,3 mg/kg KG) auf die DNA‐Stabilität von  Lymphozyten  (a‐c), Hepatozyten  (d‐f) und 
Colonozyten  (g‐i)  von  Ratten. Den  Tieren wurde  über  einen  Zeitraum  von  5  Tagen  hinweg  entweder  eine 
Kombination (0,2 mg GA und 1,3 mg GTE/kg KG/T) oder Wasser mit einer Magensonde verabreicht. 24 h nach 
der letzten Behandlung wurden die Tiere getötet und die Zellen isoliert. Pro Organ und Behandlung (Standard, 
FPG und Endo  III) wurden drei Objektträger hergestellt und  insgesamt 150  (Lymphozyten und Hepatozyten) 
bzw. 100 Zellen  (Colonozyten) ausgewertet. W‐Wasser, GA+GTE‐ Gallusäure und Grüntee‐Extrakt. Die Boxen 







































































































































































































Vitamin  C  (c)  und  einer  Kombination  der  drei Antioxidantien  (d)  auf  die  gesamte  antioxidative 















































































































Vitamin C  (c) und einer Kombination der drei Antioxidantien  (d) auf die LDL‐Oxidation  in Plasma 
von Ratten.  Den Ratten wurde entweder Grüntee‐Extrakt (1,3 mg oder 6,7 mg/kg KG/T), Gallussäure 
(0,2  mg/kg  KG/T),  Vitamin  C  (1,3mg  oder  6,7  mg/kg  KG/T),  eine  Kombination  der  drei 


































































































Abbildungen  32  a‐d: Auswirkung  oraler Verabreichung  von Grüntee‐Extrakt  (a), Gallussäure  (b), 
Vitamin C (c) und einer Kombination der drei Antioxidantien(d) auf die TNF‐α Konzentrationen  in 




































































































antioxidativ  wirkenden  Substanzen  auf  die  IL‐4‐Konzentrationen  im  Plasma  von  Ratten. 









































































Abbildungen  34  a‐d: Auswirkungen  der Verabreichung  von Grüntee‐Extrakt  (a), Gallussäure  (b), 
Vitamin C (c) und einem Gemisch der drei Antixoidantien (d) auf die IL‐4 Konzentrationen in Plasma 
von Ratten. Den Ratten wurde entweder Grüntee‐Extrakt (1,3 mg oder 6,7 mg/kg KG/T), Gallussäure 
(0,2 mg/kg  KG/T),  Vitamin  C  (1,3 mg  oder  6,7 mg/kg  KG/T),  eine  Kombination  der  drei  Schutz‐
substanzen  (1,3  mg  GTE,  0,2  mg  GA,  6,7  mg  VC/kg  KG/T)  oder  Wasser  (Kontrolle)  über  einen 
Zeitraum von  fünf Tagen hinweg verabreicht. 24 h nach der  letzten Behandlung wurden die Tiere 
getötet,  das Blut  gesammelt,  das  Plasma  durch  Zentrifugation  abgetrennt  und  die  IL‐4‐Werte mit 
einem  ELISA‐Kit  bestimmt. Die  Balken  zeigen  die Mittelwerte  der  fünf  Tiere  pro Gruppe  und  die 






von  drei  Antoxidantien  (GTE,  GA,  VC)  auf  die  IL‐10‐Konzentrationen  in  Plasma.  Von  den 
Tieren der Gruppe, die ausschließlich mit GA behandelt wurden, konnte nicht genug Plasma 




































































































































































Abbildungen  36  a‐c: Oxidative  DNA‐Schäden  in 
Lymphozyten  (a), Hepatozyten  (b)  und  Colono‐
zyten  (c)  von  Ratten  nach  Bestrahlung  mit 
unterschiedlichen Gamma‐Dosen (7.7, 15.3, 22.0 






Die  Lymphozyten  reagierten  besonders  empfindlich  auf  die  Induktion  von  ROS. 
Bereits  bei  niedrigen  Dosierungen  wurde  eine  starke  Zunahme  der  Tail‐Intensitäten  der 
Kometen festgestellt. Hepatozyten und Colonozyten reagierten weniger empfindlich, in den 




Auch  im  zweiten  Teil  der  Studie  wurden  die  läsionsspezifischen  Enzyme  in  einer 
Verdünnung von 1:1000 (FPG) bzw. 1:9000 (Endo III) verwendet. Die Behandlung der Nuklei 
mit Endo  III und FPG  führte  in allen Experimenten  zu einer deutlichen Zunahme der DNA‐











































































Abbildungen  37  a‐i:  Auswirkungen  oraler  Verabreichung  von  Gallussäure  (0,2  mg/kg  KG)  auf  die  DNA‐
Stabilität  von  Lymphozyten  (a‐c), Hepatozyten  (d‐f)  und  Colonozyten  (g‐i)  bestrahlter  Ratten. Den  Tieren 
wurde  über  einen  Zeitraum  von  fünf  Tagen  entweder Gallussäure  (0,2mg/kg  KG/T)  oder Wasser mit  einer 
Magensonde verabreicht. 24 h nach der letzten Behandlung wurden eine Kontroll‐ und die Gallussäure‐Gruppe 
einer  Ganzkörperbestrahlung  (30  Gy)  unterworfen,  nachfolgend  wurden  die  Tiere  getötet  und  die  Zellen 
isoliert.  Pro Organ  und  Behandlung  (Standard,  FPG  und  Endo  III) wurden  drei Objektträger  hergestellt  und 
insgesamt 150  (Lymphozyten und Hepatozyten) bzw. 100 Zellen  (Colonozyten) ausgewertet. W‐Wasser,  γ‐W 
bestrahlte Wasser‐Gruppe,  γ‐GA bestrahlte Gallussäure‐Gruppe. Die Boxen  zeigen den Bereich von erster  zu 







































































































































































wurden,  sind  in  Abbildungen  38  a‐i  dargestellt.  In  allen  untersuchten  Organen  wurden 


































GTE,  0,2 mg  G,  6,7 mg  VC/kg  KG)  auf  die  DNA‐Stabilität  von  Lymphozyten  (a‐c),  Hepatozyten  (d‐f)  und 
Colonozyten  (g‐i)  von  bestrahlten  Ratten.  Den  Tieren wurde  über  einen  Zeitraum  von  fünf  Tagen  hinweg 
entweder ein Gemisch der drei Antioxidantien oder Wasser mit einer Magensonde verabreicht. 24 h nach der 
letzten  Behandlung  wurden  eine  Kontroll‐  und  die  Gemisch‐Gruppe  einer  Ganzkörperbestrahlung  (30  Gy) 
unterworfen,  nachfolgend  wurden  die  Tiere  getötet  und  die  Zellen  isoliert.  Pro  Organ  und  Behandlung 










































































































































































Kombination  von  GTE,  GA  und  VC  auf  die  gesamte  antioxidative  Kapazität  im  Plasma 
bestrahlter  Ratten.  Es  ist  deutlich  zu  erkennen,  dass  weder  die  Bestrahlung  noch  die 
Vorbehandlung  der  Tiere  mit  den  Antioxidantien  zu  einer  Änderung  dieses  Parameters 
führten 
 
Abbildung  39:  Auswirkungen  von  Gallussäure  und 
einer Kombination von Antioxidantien auf die gesamte 
antioxidative Kapazität (TEAC) des Plasmas bestrahlter 
Ratten.    Die  Ratten  wurden  wie  in  Abb.  17.  (S.  41) 
beschrieben  behandelt.  Anschließend  wurden  eine 
Kontroll‐  ,  die  Gallussäure‐  und  die  Gemisch‐Gruppe 
bestrahlt, getötet, das Blut gesammelt und das Plasma 
mittels  Zentrifugation  abgetrennt.  Die  TEAC‐Werte 
wurden  spektrophotometrisch  nach  der Methode  von 
Miller  et  al.  [157]  ermittelt.  Die  Balken  zeigen 
Mittelwerte  von  fünf  Tieren  pro  Gruppe  und  die 
jeweiligen  Standardabweichungen.  W‐Wasser,  γ‐W‐ 





  Die  Effekte  der  GA  oder  einer  Kombination  der  drei  Antioxidantien  auf  die  LDL‐
Oxidation sind in Abbildung 40 dargestellt. Weder die Bestrahlung noch die Behandlung der 
Tiere  mit  den  Antioxidantien  nach  der  Bestrahlung  führten  zu  einer  Änderung  dieses 
Parameters. 
 Abbildung 40:  Auswirkungen von Gallussäure und einer 
Kombination  von Antioxidantien  auf  die  LDL‐Oxidation 
des Plasmas bestrahlter Ratten.   Die Ratten wurden wie 
in Abb.  17  (S.  41) beschrieben behandelt. Anschließend 
wurde eine Kontroll‐, die Gallussäure‐ und die Gemisch‐
Gruppe  bestrahlt,  getötet,  das  Blut  gesammelt  und  das 
Plasma  mittels  Zentrifugation  abgetrennt.  Die  LDL‐
Oxidation wurde  fluorimetrisch  nach  der Methode  von 
Hofer  et  al.  [160,165]  bestimmt.  Die  Balken  zeigen  die 
Mittelwerte  von  fünf  Tieren  pro  Gruppe  und  die 
jeweiligen  Standardabweichungen.  W‐Wasser,  γ‐W‐ 
Wasser‐Gruppe  bestrahlt,  γ‐GA‐  Gallussäure‐Gruppe 
bestrahlt, γ‐Mix‐ Kombinations‐Gruppe bestrahlt.  




































Die  Auswirkungen  der  Behandlung  mit  GA  und  einer  Kombination  der  drei 
Antioxidantien  auf  die  TNF‐α  Konzentrationen  sind  in  Abbildung  41  dargestellt.  Nach  γ‐
Bestrahlung wurde ein Anstieg um 39 % im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt, dieser 
Effekt war statistisch nicht signifikant.  
Abbildung  41:  Auswirkungen  von  Gallussäure  und 
einer Kombination von Antioxidantien auf die TNF‐α‐
Konzentration  im  Plasma  bestrahlter  Ratten.    Die 
Ratten  wurden  wie  in  Abb.  17  (S.  41)  beschrieben 
behandelt.  Anschließend  wurde  eine  Kontroll‐,  die 
Gallussäure‐  und  die  Gemisch‐Gruppe  bestrahlt, 
getötet,  das  Blut  gesammelt  und  das  Plasma mittels 
Zentrifugation abgetrennt. Der TNF‐α‐Werte wurde mit 
einem  ELISA‐Kit  bestimmt.  Die  Balken  zeigen  die 
Mittelwerte  von  fünf  Tieren  pro  Gruppe  und  die 
jeweiligen  Standardabweichungen.  W‐Wasser,  γ‐W‐ 





Abbildung 42  (nächste  Seite)  zeigt die Auswirkungen oraler Administration  von GA 
und einer Kombination der drei Antioxidantien auf die  IFN‐γ‐Werte  im Plasma bestrahlter 
Tiere.  Wie  bei  den  TNF‐α‐Konzentrationen  wurde  eine  Zunahme  um  23  %  nach  der 
Bestrahlung der Tiere beobachtet. Das Gemisch veränderte die IFN‐γ Konzentrationen nicht, 


















Abbildung  42:    Auswirkungen  von  Gallussäure  und 
einer  Kombination  von  Antioxidantien  auf  IFN‐γ‐
Konzentrationen  im Plasma bestrahlter Ratten.   Die 
Ratten  wurden  wie  in  Abb.  17  (S.  41)  beschrieben 
behandelt.  Anschließend  wurde  eine  Kontroll‐,  die 
Gallussäure‐ und die Kombinations‐Gruppe bestrahlt, 
getötet,  das  Blut  gesammelt  und  das  Plasma mittels 
Zentrifugation abgetrennt. Der TNF‐α‐Wert wurde mit 
einem  ELISA‐Kit  bestimmt.  Die  Balken  zeigen  die 
Mittelwerte  von  fünf  Tieren  pro  Gruppe  und  die 
jeweiligen  Standardabweichungen.  W‐Wasser,  γ‐W‐ 



















die  Kombinations‐Gruppe  bestrahlt,  getötet,  das  Blut  gesammelt  und  das  Plasma  mittels 
Zentrifugation abgetrennt. Der  Interleukin‐Werte wurde mit einem ELISA‐Kit bestimmt. Die Balken 
zeigen die Mittelwerte von  fünf Tieren pro Gruppe und die  jeweiligen Standardabweichungen. W‐
Wasser,  γ‐W‐ Wasser‐Gruppe bestrahlt,  γ‐GA‐ Gallussäure‐Gruppe bestrahlt,  γ‐Mix‐ Kombinations‐
Gruppe bestrahlt. 
 










































Ziel  der  vorliegenden  Arbeit war  die Untersuchung  der  Auswirkung  von  drei  Anti‐
oxidantien,  nämlich  Grüntee‐Extrakt  (Sunphenon),  Gallussäure  und  Vitamin  C 
(Ascorbinsäure),  auf  die  DNA‐Stabilität  in  inneren  Organen  (Blut,  Leber  und  Kolon)  in 
Experimenten  mit  Labornagern.  Im  ersten  Abschnitt  des  Diskussionteils  werden  die 
Resultate  der  Einzelzellgelelektrophoresetests  diskutiert,  im  zweiten  die  Ergebnisse  der 
Messungen der biochemischen Parameter (TEAC und LDL‐Oxidation) und  im dritten Teil die 







al.  [208]  ausführlich  diskutiert.  Nach  Analyse  von  über  50  Studien  kommen  sie  zu  dem 
Schluss,  dass  zwischen  Messgrößen  der  Lipid‐Peroxidation  (wie  Malondialdehyd,  Lipid 
Wasserstoffperoxide,  Isoprostane)  Korrelationen  bestehen,  nicht  aber  zwischen  dieser 
Gruppe  und  anderen  Parametern  für  oxidativen  Stress  wie  der  TAC  und  DNA‐Migration 
(SCGE‐Tests).  In  früheren  Studien  mit  zwei  Säften,  die  Cyanidin  Glykoside  oder  EGCG 
enthielten wurde  eine  signifikante  Abnahme  der  Endo  III  spezifischen  Läsionen mit  dem 
Comet  Assay,  aber  keine  Änderungen  anderer Messgrößen  des  oxidativen  Status  (FRAP, 




SCGE‐Experimente  (Standard‐Bedingungen,  Endo  III  und  FPG)  eine  Abnahme  der  DNA‐
Schäden  gefunden  wurde,  entspricht  den  Ergebnissen  früherer  Humanstudien  mit 
verschiedenen  Nahrungsfaktoren.  Nur  in  wenigen  Fällen  wurden  Überschneidungen  der 






Der  Einzelzellgelelektrophoresetest  (SCGE‐Test)  hat  sich  in  den  letzten  Jahren  zu 
einer  Standard‐Methode  für  die  Erfassung  von  DNA‐Schäden  entwickelt.  Im  Vergleich  zu 
anderen  Verfahren  zeichnet  er  sich  durch  eine  Reihe  von  Vorteilen  aus,  beispielsweise 









den  läsionsspezifischen  Enzymen  Endo  III  und  FPG  festgestellt,  dies  zeigt,  dass  die 
verwendeten Enzyme funktionstüchtig waren. 
Vor  Beginn  der  Durchführung  der  Experimente  mit  bestrahlten  Tieren  wurde  in 
Kalibrationsexperimenten  die  geeignete  Strahlendosis  ermittelt.  Es  wurden  vier 
Dosierungen, nämlich 7.0   Gy, 14 Gy, 22 Gy und 30 Gy, getestet  (siehe Abbildung 36 a‐c, 
Seite 66). Wie bereits von anderen Autoren berichtet wurde [215], waren die Lymphozyten 


















Gabe  der  fünffachen Menge  kam  es  zu  einer  deutlichen  Abnahme  der  DNA‐Schäden  in 
Lymphozyten, auch  in Hepatozyten und Colonozyten wurden  statistisch  signifikante, wenn 
auch schwächere Effekte beobachtet (siehe Abbildung 23, Seite 53).  
In  früheren  Studien  postulierte man,  dass  die  niedrigste  effektive Dosis  von  EGCG 
(dem Hauptinhaltsstoff von GTE), bei der  in Labornagern krebsprotektive Effekte gefunden 
wurden,  dem  Konsum  von  4  Tassen  Grüntee  beim Menschen  entspricht  [216].  In  Inter‐
ventionsstudien,  in  denen  die  Auswirkung  von  Grüntee  (GT)  auf  oxidative  DNA‐Schäden 
(DNA‐Strangbrüche  und  8‐Oxo‐dG)  untersucht wurde,  wurde  in  den meisten  Fällen  eine 
Reduktion der DNA‐Schäden  festgestellt; es wurden dabei Dosierungen  von  zwei bis  zehn 
Tassen  GT  über  einen  Zeitraum  von  einer Woche  bis  zu  drei Monaten  eingesetzt      [78‐
80,83,84].  Vergleiche  der Humanstudien mit  Tierstudien  sind  in  den meisten  Fällen  nicht 
aussagekräftig, da zumeist sehr hohe Konzentrationen von GT verabreicht wurden (bis zu 20 
Tassen  pro  Tag  beim Menschen  entsprechend)  und  oxidativer  Stress  durch  die Gabe  von 
Chemikalien ausgelöst wurde [85‐90]. 
Neben  einer  großen  Anzahl  von  Human‐  und  Tierstudien  wurden  auch  In‐vitro‐ 
Untersuchungen mit GT und dessen Hauptinhaltsstoff, EGCG, durchgeführt.  In den meisten 
Experimenten  wurden  mit  mikro‐  und  millimolaren  EGCG  Konzentrationen  antioxidative 
Wirkungen gefunden (für Übersichtsarbeit siehe Frei und Higdon, 2003 [217]).  
In einer In‐vitro‐Studie mit diversen GT‐Catechinen (ECG, EGC, EGCG, Epicatechin und 
Catechin)  wurde  eine  Abnahme  der  DNA‐Einzelstrangbrüche  und  eine  Reduktion  der 
oxidierten Purine und Pyrimidine  in einem Plasmid‐DNA‐Test untersucht, dabei erwies sich 
EGCG als die wirksamste Verbindung  [218].  In einem Experiment mit periphären humanen 







GT‐Polyphenole,  beispielsweise  auf  die  Auslösung  von  oxidativem  Stress  und  von  DNA 
Schäden,  Peroxidation  von  Fettsäuren  und  Bildung  von  Wasserstoffperoxid  [223‐228]. 
Beispielsweise  fanden  Elbling  et  al.  [229]  in  einer  Studie mit  humanen  Zellkulturen  eine 
Zunahme  von  oxidativem  Stress  und DNA‐Schäden  bei  EGCG‐Konzentrationen  im  Bereich 
zwischen  10  und  20  µM.  Ähnliche  Ergebnisse  wurden  auch  nach  Behandlung  von  frisch 
isolierten  humanen  Lymphozyten  mit  EGCG  erhalten  [229].  Allerdings  ist  in  diesem 
Zusammenhang  erwähnenswert,  dass  die  nach  GT‐Konsum  erreichbaren  physiologischen 
Konzentrationen im nanomolaren Bereich liegen [230]. 
Die  Aussagekraft  von  In‐vitro‐Studien  ist  begrenzt,  da  sie  die  Absorption  und 
Verstoffwechselung  im Körper nicht reflektieren. Nach Aufnahme werden die Catechine  im 
Dünndarm,  in  der  Leber  und  der Niere  verstoffwechselt  [217].  Die  Stoffwechselprodukte 




5.1.3.  Auswirkungen  von  Gallussäure  auf  die  DNA‐Stabilität  von  Lymphozyten, 
Hepatozyten und Colonozyten 
Gallussäure  (GA)  war  bereits  bei  einer  sehr  niedrigen  Dosierung  wirksam.  Verab‐
reichung von 0,2 mg/kg führte zu einer Reduktion der DNA‐Migration in Blutzellen mit dem 
läsionsspezifischen  Enzym  Endo  III  (45%).  Darüber  hinaus  wurden  auch  protektive 
Wirkungen  in  den  Dickdarmzellen  beobachtet  (siehe  Abbildungen  24  a‐i,  Seite  54)  Diese 











ausgelöst  wird)  bessere  Wirkungen  zeigen.  Beispielsweise  wurde  bei  Intervention  mit 
Cruziferen in Rauchern stärkere Effekte beobachtet [232]; auch in einer Interventionsstudie, 
in der von den Probanden mit Antioxidantien angereichertes Brot konsumiert wurde, konnte 




mg/kg  KG)  unmittelbar  vor  einer  γ‐Bestrahlung  subcutan  verabreicht,  auch  unter  diesen 
Bedingungen wurde in SCGE‐Tests eine Reduktion der DNA‐Strangbrüche detektiert [107]. 
Neben  den  wenigen  In‐vivo‐Studien  mit  GA  existieren  auch  mehrere  In‐vitro‐ 
Experimente,  in  denen  die  Auswirkungen  der  Säure  auf  die  DNA‐Stabilität  und  ihre 
antimutagenen  Eigenschaften  untersucht wurden.  Beispielsweise  konnte  in  Experimenten 
mit  humanen  Lymphozyten  durch  3‐Amino‐1‐Methyl‐5H‐Pyrido[4,3‐b]indol  (Trp‐P‐2),  2‐
Amino‐1‐methyl‐6‐phenylimidazo[4,5‐b]pyridin  (PhIP)  (Trp‐P‐2  und  PhIP  sind  mutagene 
heterozyklische aromatische Amine, die sie sich bei der thermischen Zubereitung von Fleisch 
bilden können) und Wasserstoffperoxid induzierte DNA‐Einzelstrangbrüche durch Inkubation 
mit  GA  verringert  werden  [108].  Auch  die  durch  Wasserstoffperoxid  induzierte  Bildung 
oxidierter Pyrimidine (Endo III) wurde durch GA reduziert. Bei einer zehnfach erhöhten GA‐
Konzentration  (600 µM)  kam  es  allerdings  zu  einer  Induktion  von  Einzelstrangbrüchen.  In 
derselben  Studie  wird  auch  eine  Abnahme  der  Mutagenität  von  PhIP  in 
Salmonella/Mikrosomentests beschrieben [108]. 
In weiteren  SCGE‐Experimenten mit  humanen  Leukemielymphoblomlinien wurden 
keine DNA‐schädigenden Wirkungen von GA (1,2 mM) festgestellt;   die Substanz reduzierte 








Verabreichung von Vitamin C  (VC)  in einer Dosis von 1,3 mg/kg  (entsprechend den 
DACH‐Referenzwerten  für  Menschen)  führte  zu  keinen  DNA‐protektiven  Effekten  (siehe 
Abbildungen 25 a‐i, Seite 55). Die Tail‐Intensität war  in den Colonozyten nach Behandlung 
mit  FPG  (‐27  %)  reduziert,  allerdings  war  dieser  Effekt  stastistisch  nicht  signifikant.  Im 
Gegensatz dazu kam es nach Behandlung mit FPG in den Lymphoyzten zu einer signifikanten 
Zunahme  der  DNA‐Migration.  Nach  Verabreichung  der  fünffachen  Dosis  VC  (6,7  mg/kg) 
ergab sich ein ähnliches Bild: Wiederum kam es zu einer Zunahme der DNA‐Schäden in den 
Lymphozyten  nach  FPG  Behandlung,  zusätzlich  wurden  schwache  protektive  Effekte  in 
Hepatozyten (Endo III) und Colonozyten (FPG) beobachtet (Abbildungen 26 a‐i, Seite 56). 
Die  Ergebnisse  humaner  Interventionsstudien mit  VC  sind widersprüchlich,  in  den 
meisten  Untersuchungen  konnten  keine  DNA‐protektiven  Eigenschaften  in  Blutzellen 
nachgewiesen werden  (siehe  Tabelle 4,  Seite 23‐24. Panayiotidis et  al.  [121]  fanden nach 
einmaliger Gabe von 1 g VC  sowohl eine Reduktion der endogenen Strangbrüche als auch 
der Strangbrüche nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid;  in einer anderen Studie,  in der 
dieselbe Dosierung VC über  einen  Zeitraum  von  sechs Wochen  verabreicht wurde,  stellte 
man  eine  Reduktion  der DNA‐Schäden  nach H2O2‐Behandlung,  nicht  aber  der  endogenen 
Strangbrüche fest [134]. Anderson et al. [122] beobachteten nach zweiwöchiger Intervention 






In  einer Reihe  von  In‐vitro‐Studien  fand man, dass VC DNA‐Schäden  auslöst  [118]. 
Diese pro‐oxidativen Effekte sind auf die Reduktion von Fe (III) zu Fe (II) und von Cu (III) zu 




spielt  möglicherweise  bei  der  hemmenden  Wirkungen  von  VC  auf  die  Entstehung  von 
Tumoren eine Schlüsselrolle [236]. Auch zytotoxische Wirkungen von VC, wie die Auslösung 
der  Apoptose  (programmierter  Zelltod),  wurden  in  zahlreichen  Studien  mit  Zellkulturen 
nachgewiesen  [237‐239].  Es  ist  erwähnenswert, dass  in  vielen  In‐vitro‐Studien millimolare 




5.1.5.  Auswirkungen  verschiedener  Kombinationen  der  Antioxidantien  auf  die  DNA‐
Stabilität von Lymphozyten, Hepatozyten und Colonozyten 
Die Kombination von GTE (1,3 mg/kg), GA (0,2 mg/kg) und VC (6,7 mg/kg) führte  in 
allen  untersuchten  Organen  zu  einer  Reduktion  der  DNA‐Schäden.  Nach  Verabreichung 
dieser Mischung wurden ähnliche Effekte gefunden wie nach Behandlung der Tiere mit GA. 
Die  stärksten  Effekte wurden  in  den  Lymphozyten  beobachtet  (‐50 %  Tail‐Intensität  nach 










Verabreichung  eines Gemisches  von GA  (0,2 mg/kg)  und VC  (6,7 mg/kg)  führte  zu 







protektive  Effekte  detektiert. Auch  in Hepatozyten wurde  nach  Behandlung mit  FPG  eine 
Abnahme der DNA‐Migration gefunden.  
Diese  Resultate  deuten  darauf  hin,  dass  die  Reduktion  der  DNA‐Schäden  nach 
Verabreichung  der  Kombination  aller  drei  Antioxidantien  ausschließlich  auf  die  GA 
zurückzuführen ist und die Mischung der GA mit den anderen Substanzen zu einer Reduktion 
ihrer  antioxidativen  Wirksamkeit  führt.  Kombination  der  GA  mit  VC  führt  zu  einer 






Kapazität  (TEAC)  und  die  Oxidation  der  Lipoproteine  niedriger  Dichte  (LDL‐Oxidation)  im 
Plasma der Ratten bestimmt. Die TEAC ermöglicht Aussagen über die kumulative Wirkung 
aller  Antioxidantien  im  Plasma,  zu  denen  endogen  gebildete Moleküle wie  Bilirubin  und 
Harnsäure,  sowie  die  Vitamine  C  und  E  und  andere,  aus  der  Nahrung  aufgenommene, 
antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe zählen [156].  
Einer  der  Vorteile  des  TEAC  Assays  besteht  darin,  dass  die Messungen  in  einem 
breiten  pH‐Bereich  durchgeführt  werden  können  und  diese  Methode  sowohl  für  die 
Untersuchung von hydro‐ als auch liphophilem Probenmaterial herangezogen werden kann. 
Ein  Nachteil  des  Tests  ist,  dass  das  für  die  Reaktion  benötigte  ABTS‐Radikal  unter 




koronaren  Herzerkrankungen  [242,243],  aus  diesem  Grund  wird  seit  einiger  Zeit  nach 
Substanzen gesucht, die die Oxidation der  LDL verzögern und vor Atherogenese  schützen. 
Man  konnte  sowohl  in  vitro  als  auch  in  vivo  nachweisen,  dass  eine  Reihe  von 
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Wie  im  Ergebnisteil  beschrieben  wurde,  wurden  weder  Auswirkungen  der  drei 
Antioxidantien auf die TEAC‐Werte im Plasma unbehandelter Tiere (siehe Abbildungen 30 a‐




Tabelle  8:  Änderungen  der  gesamten  antioxidativen  Kapazität  (TAC)  durch  Verabreichung  von 
Grüntee und Vitamin C in Humanstudien1 
 
   Studiendesign  Dosierung  Dauer  Effekt  Ref. 































7 T ↑ TAC im Plasma (FRAP)  [249]
  n=16 (NR)                                  
Paralleldesign mit Kontrolle 
900 ml              28 T ↑ TAC im Plasma (TEAC)  [250]
  GTE, n=16  ♂ (8R,8NR),                      
Crossover Studie mit Kontrolle 
















Fortsetzung Tabelle 8         



























1  Abkürzung:  ABTS  ‐  2,2`‐Azinobis‐3‐Ethylbenzo‐thiazolin‐6‐Sulfonsäure,  EGCG  –  Epigallocatechin‐3‐gallat, 
FRAP –  „Ferric  Iron Reducing Antioxidant Parameter“, H  ‐ Menschen, n = Anzahl Studienteilnehmer pro Be‐
handlungsgruppe, bzw. Gesamtanzahl der Studienteilnehmer bei Crossover Studien, NR = Nicht‐Raucher, ORAC 
–  „Oxygen  Radical  Absorbance  Capacity  test“,  R  =  Raucher,  Ref.‐  Referenzen,  T‐  Tage,  Ta‐  Tassen    TAC  ‐ 
Gesamte  antioxidative  Kapazität,  TEAC  ‐  Trolox  Äquivalent  Assay,  ↑  signifikante  Zunahme  (p<0,05)  ↓ 
signifikante Abnahme (p<0,05) , ↔ keine Änderungen 
 
Es  ist  schwierig,  diese Untersuchungen mit  den  vorliegenden  Tierexperimenten  zu 
vergleichen,  da  der Grüntee meist  entweder  nur  einmalig  oder  über  einen  Zeitraum  von 
mehreren Wochen verabreicht wurde. Sung et al.  fanden  [247] nach einmaliger Gabe von 
450 ml und 300 ml GT, nicht aber nach Verabreichung von 150 ml  (entspricht einer Tasse) 




mg/kg)  über  einen  Zeitraum  von  zwei Wochen  [253]  nicht mit  der  vorliegenden  Arbeit 

















Studiendesign  Dosierung  Dauer  Effekt  Ref. 
Grüntee          
 n=16 (NR)                                        
Paralleldesign mit Kontrolle 






28 T ↔ LDL‐Oxidation  [254]
   n=20 ♂ (NR), sequentielle Studie  4 Ta. 1 x ↔ LDL‐Oxidaton  [255]
  n=10, sequentielle Studie  5000 mg GT Pulver 1 x ↔ LDL‐Oxidation  [256]
n=12 ♂, sequentielle Studie  4x150 ml/T 28 T ↓ LDL‐Oxidation  [246]










7 T ↓ LDL‐Oxidation  [259]
Vitamin C 
n=19 ♂ (R), Paralleldesign mit Placebo  2x250 mg/T          60 T ↔ LDL‐Oxidation  [260]
n=8 ♂ (R), Crossover Studie mit Placebo 1000 mg/T          14 T ↔ LDL‐Oxidation  [261]
n=9 (NR), Paralleldesign mit Kontrolle  2x500 mg/T          28 T ↔ LDL‐Oxidation  [262]
n=14 (NR), Patienten mit DM II 
Paralleldesign mit Placebo 
500 mg/T            28 T ↔ LDL‐Oxidation  [263]
n=20, Patienten mit DM II,               
Crossover Studie mit Placebo 
3x1000 mg/T        14 T ↔ LDL‐Oxidation  [264]
n=9 (R, NR), fettreiche Ernährung, 
Paralleldesign mit Kontrolle 
500 mg/T            60 T ↓ LDL‐Oxidation  [265]




Gesamtanzahl  der  Studienteilnehmer  bei  Crossover  Studien,  NR  =  Nicht‐Raucher,    R  =  Raucher,  Ref.‐ 





 In  einer  Reihe  von  Studien  wurde  keine  Änderung  dieses  Parameters  nach 





Plasma  gefunden.  Auch  im  Fall  von  VC  sind  Vergleiche  aufgrund  des  unterschiedlichen 
Designs  der  Untersuchungen  nur  bedingt möglich.  In  den meisten  Studien  wurde  keine 
Reduktion der LDL‐Oxidation beobachtet [260‐263]. Upritchard et al. [263] fanden mit einer 
Menge,  die  jener  der  höheren  Dosierung  in  der  vorliegenden  Studie  entspricht  (6,7 mg 
VC/kg),  in  einer  vierwöchigen  Studie  keine Änderung der  LDL‐Oxidation,  in  einer  anderen 
Studie,  in der dieselbe Menge über einen Zeitraum von  zwei Monaten verabreicht wurde, 

















70).  Nach  Bestrahlung  der  Tiere  wurde  ein  geringfügiger  Anstieg  dieses  Parameters 
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gefunden, der jedoch statistisch nicht signifikant war. In Humanstudien, in denen 2 g VC pro 
Tag  über  einen  Zeitraum  von  vier  Wochen  bzw.  mit  435  mg  VC  supplementierter 
Tomatensaft  pro  Tag  über  zwei  Wochen  verabreicht  wurden,  wurde  ebenfalls  keine 




Tage  hinweg  nach  Induktion  von  Hepatitis  durch  Concanavalin  A  [269],  nicht  aber  nach 
Verabreichung  einer  höheren  Dosis  (2  x  10  mg/kg  EGCG),  eine  Abnahme  des  TNF‐α 
beobachtet [270].  
Tabelle  10  gibt  einen  Überblick  über  die  Ergebnisse  früherer  Studien,  in  denen 
immunologische Parameter nach Verabreichung von GT und VC untersucht wurden. 
 
Tabelle  10:  Effekte  der  Verabreichung  von  Grüntee‐Extrakt  und  Vitamin  C  auf  immunologische 
Parameter (TNF‐α, IFN‐γ, IL‐4, IL‐6 und IL‐10)  
 
   Studiendesign Dosis Dauer Ergebnisse Ref. 












































         


















































Bestrahlung  der  Tiere  kam  es  allerdings  zu  einer  nicht  signifikanten  Zunahme  dieses 
Parameters  (Anstieg  um  23  %).  Im  Gegensatz  dazu  wurde  in  früheren  Studien  mit 
Labornagern  eine  Abnahme  der  IFN‐γ Werte  nach  Gabe  von  Grüntee‐Extrakt  bzw.  EGCG 
gefunden. He et al.  [271]  verabreichten Ratten 35 g EGCG pro  kg  Futter  (entspricht einer 






Studie  keine  Änderung  des  IFN‐γ‐Wertes  im  Plasma  gefunden.    In  einer  Studie,  in  der 
Mäusen 2500 mg VC pro kg Futter vier Wochen verabreicht wurde, wurde keine Änderung 
dieses Parameters  in Lymphknoten und Milzzellkulturen beobachtet [275]. Auch  im Plasma 
von  Marathonläufern,  die  sieben  Tage  vor  einem  Rennen  1500  mg  VC/Tag  konsumiert 
hatten, wurde kein Effekt detektiert [273]. 





gestellt,  führten  weder  die  einzelnen  Antioxidantien,  noch  deren  Kombination  zu  einer 
Veränderung der  Interleukin‐Konzentrationen  (IL‐4,  IL‐6 und  IL‐10). Auch nach Bestrahlung 
der Tiere war nur eine geringfügige Zunahme (um 15 % ‐ 32 %) der Plasmakonzentrationen 
zu  beobachten  (Abbildungen  42  a‐c,  Seite  71).  Dies  liegt möglicherweise  daran,  dass  die 
Tiere  unmittelbar  nach  der  Bestrahlung  getötet wurden. Die  Ergebnisse  früherer  Studien 
sind  nur  schwer  mit  der  vorliegenden  Arbeit  zu  vergleichen.  Mit  GT  wurden  einige 
Tierstudien  gefunden,  allerdings  wurden  in  diesen  Entzündungsreaktionen  durch 
Chemikalien ausgelöst (siehe Tabelle 9, Seite 84). IL‐6‐ und IL‐10‐Konzentrationen im Plasma 
wurden nach Verabreichung von VC  in Humanstudien untersucht, auch  in diesem Fall  ist es 













In  der  vorliegenden  Studie wurden  die  Auswirkungen  der  Verabreichung  von  drei 
Antioxidantien, nämlich von Grüntee‐Extrakt (GTE), von Gallussäure (GA) und von Vitamin C 
(VC),  auf  die  DNA‐Stabilität  mittels  Einzelzellgelelektrophoresetests  in  Tierexperimenten 
bestimmt. Zusätzlich wurden biochemische Parameter (gesamte antioxidative Kapazität und 
LDL‐Oxidation) und eine Reihe  immunologischer Parameter  (TNF‐α,  IFN‐γ,  IL‐4,  IL‐6 und  IL‐
10) im Plasma der Ratten untersucht.  
Die  fünftägige  Verabreichung  von  6,7  mg  GTE/kg  KG/T  (einer  Menge,  die  dem 
Konsum  von  fünf  Tassen  GT  beim  Menschen  entspricht)  führte  zu  einer  signifikanten 
Abnahme  der  DNA‐Migration  in  Lymphozyten,  auch  in  Colonozyten  und  Hepatozyten 
konnten schwache Effekte beobachtet werden; die Verabreichung von 1,3 mg GTE/kg KG/T 
(entsprechend einer Tasse GT pro Tag) bewirkte keine Änderung dieses Parameters. Diese 
Ergebnisse  entsprechen  den  Resultaten  früher Human‐  und  Tierstudien mit GT,  in  denen 
ebenfalls Schutzeffekte gefunden wurden. 




diesen  Versuchsbedingungen  eine  Abnahme  der  DNA‐Migration  in  Leberzellen  und  auch 





(6,7 mg/kg KG/T)  führte  zu  ähnlichen  Effekten wie die Verabreichung  von GA per  se. Die 
Verabreichung  dieser  Kombination  vor  γ‐Bestrahlung  der  Tiere  führte  zu  vergleichbaren 






Ergebnisse  sind  ein  Hinweis  darauf,  dass  die  Reduktion  der  DNA‐Schäden  nach 
Verabreichung der Kombination aller drei Antioxidantien ausschließlich auf der GA beruht. 




Weder  die  biochemischen  Endpunkte  (gesamte  antioxidative  Kapazität,  LDL‐
Oxidation) noch die immunologischen Parameter (TNF‐α, IFN‐γ, IL‐4, IL‐6 und IL‐10) wurden 





GT  zählt  zu  den  am  häufigsten  konsumierten  Getränken  weltweit.  Mittlerweile 
konnte  in zahlreichen Studien nachgewiesen werden, dass GT die menschliche Gesundheit 
positiv beeinflusst [64]. Dies führte in den letzten Jahren zu einer vermehrten Vermarktung 
als  Nahrungsergänzungsmittel  und  zur  Herstellung  GT‐haltiger  „funktioneller“  Nahrungs‐
mittel.  Aufgrund  der  schlechten  Bioverfügbarkeit  der  Polyphenole  müssen  relativ  hohe 
Dosierungen eingesetzt werden, um mit GT positive Wirkungen zu beobachten [64]. Sowohl 
die  Ergebnisse  epidemiologischer  Studien,  als  auch  die  Resultate  der  vorliegenden  Studie 
zeigen,  dass  Konsum  von  fünf  oder mehr  Tassen    Grüntee  pro  Tag  erforderlich  ist,  um 
Erkrankungen wie Krebs und Koronarerkrankungen zu verhindern [58,276,277]. 
GA kommt  in einer Vielzahl von Nahrungspflanzen vor, unter anderem  in Erdbeeren 
[278], Mangos  [279]  und  Rotwein  [280],  darüber  hinaus  ist  es  auch  ein  Bestandteil  von 
Carob, dem Mehl des Johannisbrotbaums (Ceratonia siliqua) [94]. Die Salze der GA werden 
aufgrund  ihrer antioxidativen Eigenschaften Fetten und Ölen zugesetzt [281] und finden als 
Antioxidantien  bei  der  Herstellung  von  Nahrungsmitteln  im  südost‐asiatischen  Raum 
vermehrte Anwendung  [282]. Allerdings wurden nur  relative wenige Studien durchgeführt 
die  die  antioxidativen  und  DNA‐protektiven  Eigenschaften  in  Tieren  bzw.  im  Menschen 
betreffen.  Die  bereits  erwähnten  Resultate  einer  Humanstudie  von  Ferk  [11]  und  die 
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Tatsache,  dass  auch  in  der  vorliegenden  Studie mit  niedrigen Dosierungen  sehr  deutliche 
Effekte  gefunden  wurden,  deuten  darauf  hin,  dass  GA  als  „Superantioxidans“  wirkt  und 
wesentlich stärker ist als vergleichsweise antioxidativ wirkende Vitamine wie VC und Vitamin 
E.  
In  der  Literatur  finden  sich  relativ  viele  Untersuchungen  bezüglich  der  positiven 
Gesundheitseigenschaften  von VC, diese  stehen  jedoch  nicht  notwendigerweise mit DNA‐
protektiven Eigenschaften  in Zusammenhang.  In Humanstudien wurden   wie erwähnt pro‐
oxidative Effekte beobachtet, und auch  in Tierexperimenten wurden derartige Phänomene 







Im  Rahmen  der  vorliegenden  Dissertation  wurden  die  DNA‐protektiven  Effekte 
vielversprechender  Antioxidantien  (die  auch  als  Nahrungsergänzungsmittel  verwendet 
werden),  nämlich Grüntee‐Extrakt  (GTE), Gallussäure  (GA) und Vitamin C  (VC),  in  inneren 
Organen von Ratten (Leber und Dickdarm) sowie  in peripheren Blutzellen (Lymphozyten)  in  
Einzelzellgelelektrophoresetests (SCGE‐Tests) vergleichend untersucht. Als Endpunkte wurde 
DNA‐Migration  in  Folge  von  Einzel‐  und  Doppelstrangbrüchen  und  die  Bildung  oxidierter 
Purine und Pyrimidine (durch Einsatz läsionsspezifischer Enzyme) bestimmt. 
Die  Substanzen  wurden  männlichen  Ratten  (n=5/Gruppe)  in  humanrelevanten 
Dosierungen  über  einen  Zeitraum  von  fünf  Tagen  hinweg  oral  mittels  Schlundsonde 
verabreicht  (GTE 1,3 mg/kg KG/T und 6,7 mg/kg KG/T; GA 0,2 mg/kg KG/T; VC 1,3 mg/kg 
KG/T und 6,7 mg/kg KG/T). Die Gabe von 1,3 mg GTE/kg (entspricht dem Konsum einer Tasse 
Grüntee  beim Menschen)  löste  keine  Effekte  aus,  die  fünffache Menge  führte  jedoch  zu 
einer  starken Abnahme der DNA‐Schäden  in den Blutzellen,  in  Leber‐ und Dickdarmzellen 
wurden  schwächere  Effekte  gefunden. GA wirkte  bereits  in  der  niedrigen  Dosierung  (0,2 
mg/kg,  ADI‐Wert  beim  Menschen)  in  Blutzellen  und  Dickdarmzellen  stark  protektiv,  VC 
führte  in der niedrigeren Dosierung (DACH‐Referenzwert) zu keiner Abnahme der Schäden, 
in  der  fünffachen  Dosierung  kam  es  zu  einer  leichten  Abnahme  der  oxidierten  Purine  in 
Leberzellen,  zusätzlich wurde, wie auch mit der niedrigeren Dosierung, eine Zunahme der 
oxidierten  Purine  in  Blutzellen  (um  28 %)  gefunden.  Eine  Kombination  aller  drei  Antioxi‐
dantien  (1,3 mg GTE/kg KG/T, 0,2 mg GA/kg KG/T und 6,7 mg VC/kg KG/T),  löste ähnliche, 
aber  schwächere  Wirkungen  als  GA  aus.  Dies  deutet  darauf  hin,  dass  in  diesem  Fall 
Reaktionen  stattfinden,  die  die  antioxidative Wirksamkeit  der GA  reduzieren.  Eine  binäre 
Mischung von GA  (0,2 mg/kg KG/T) und GTE  (1,3 mg/kg KG/T)  reduzierte DNA‐Schäden  in 
allen untersuchten Organen; die Kombination von GA  (0,2mg/kg KG/T) und VC  (6,7 mg/kg 
KG/T)  hingegen  bewirkte  lediglich  eine  leichte  Abnahme  der  oxidierten  Purine  in  den 
Leberzellen.  
In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Tiere nach Behandlung mit GA oder einer 
Kombination  der  drei  Antioxidantien  bestrahlt  (60Co  Quelle,  30  Gy).  Auch  in  diesen 
Experimenten  wurden  die  DNA‐protektiven  Eigenschaften  der  GA  und  der  Kombination 
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Als  Nebenmessgrößen  wurde  eine  Reihe  weiterer  Parameter  im  Plasma  der 
Labornager untersucht. Mit keinem der drei Antioxidantien wurde eine Änderung der LDL‐
Oxidation  und  der  gesamten  antioxidativen  Kapazität  (TEAC,  gemessen  mit  ABTS+) 
detektiert, auch immunologisch relevante Endpunkte (TNF‐α, IFN‐γ, IL‐4, IL‐6, IL‐10) wurden 
nicht signifikant beeinflusst.  
Diese  Ergebnisse  zeigen,  dass  GA  bereits  in  niedrigen  Dosierungen  in  inneren 
Organen  und  auch  in  Blutzellen  eine  wesentlich  stärker  ausgeprägte  Schutzwirkung  vor 
oxidativen DNA‐Schäden hat als GTE und VC; weiters  lässt sich aus der vorliegenden Studie 
sowie aus den Ergebnissen  früherer Untersuchungen der Schluss  ziehen, dass der Konsum 
von  fünf  Tassen  GT/Tag  vor  DNA‐Schäden  schützt  während  hohe  Dosierungen  von  VC 



















In  liver  and  colon derived  cells weak effects were  found. GA  (0,2mg/kg, ADI  for humans) 
caused significant protection in blood and colon cells. VC did not induce a protective effect in 
the  lower  dose  (DACH  reference  value  for  humans),  after  administration  of  a  fivefold 





mg/kg)  reduced DNA damage  in all organ  investigated, whereas a combination of GA  (0,2 
mg/kg) and VC  (6,7 mg)  leads only  to a marginal  reduction of DNA migration only  in  liver 
cells.  
In a second experiment,  the animals were  treated with GA and  the combination of 
the three antioxidants and were subsequently γ‐irradiatiated (60Co, 30 Gy). Also  in this trial 
protective effects of GA and the combination were seen. The most pronounced effects were 
seen  in  the blood cells.  It  is notable  that after  radiation clear protective effects were also 
seen  under  standard  SCGE‐conditions  (which  reflect  changes  due  to  single‐  and  double‐
strand breaks). 
Additionally, a set of further parameters  in the plasma of the rats was  investigated, 




Taken  together,  the  findings  of  this  study  indicate  that  GA  provides  stronger 
protection against oxidative DNA damage  in  inner organs and blood cells than GTE and VC; 
with green tea, DNA‐protective effects were only seen with concentrations that correspond 
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